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RÉSUMÉ

Le vascular endothetiat growttt factor (VEGF-A) et les angiopoïétines, via leur

récepteur tyrosine kinase, agissent de concert afin de promouvoir l’angiogenèse.

Ces facteurs de croissance endothéliaux supportent des activités angiogéniques

telles que la survie, la migration et la prolifération des cellules endothéliales, mais

également des activités proinflammatoires. En effet, il est bien établi que la

réponse inflammatoire et la réponse angiogénique sont des phénomènes

mutuellement dépendants.

Dans une étude antérieure, nous avons rapporté que l’hyperperméabilité

vasculaire induite par le VEGF-A165 est médiée par la synthèse endothéliale d’un

puissant médiateur inflammatoire, le facteur d’agrégation plaquettaire (PAF).

Depuis, nous avons aussi déterminé les voies intracellulaires nécessaires à cette

synthèse. Entre temps, il a été rapporté que le monoxyde d’azote (NO) contribue

aux propriétés proinflammatoires du VEGF-A165. Par conséquent, dans cette

première étude, nous avons voulu déterminer la contribution du PAF et du NO

dans la perméabilité vasculaire induite par les membres de la famille du VEGF.

Nous avons établi que l’hyperperméabilité vasculaire des membres de la famille

du VEGF est médiée par l’activation du récepteur VEGfR-2 et potentiée par le

co-récepteur NRP-1. De plus, l’inhibition de la voie du PAF ou de celle du

monoxyde d’azote a bloqué la perméabilité vasculaire induite par les membres de

la famille du VEGF. En revanche, seul le PAF, par opposition au NO, a été

capable d’induire per se la perméabilité vasculaire suggérant que le PAF est un

médiateur essentiel, tandis que le NO est un cofacteur intracellulaire dans

I’ hyperperméabilité médiée par le 65.
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De façon similaire au VEGF-A165, les angiopoïétines (Angi et Ang2), via

l’activation du récepteur endothéliale Tie2, induisent des activités

proinflammatoires telles que la synthèse de PAF et la transiocation de la P

sélectine à la surface endothéliale, qui supporte l’adhérence des neutrophiles.

Récemment, nous avons détecté la présence de Tie2 à la surface des neutrophiles

et son activation par Angi et Ang2 induit des activités proinflammatoires incluant

l’adhésion des neutrophiles, la synthèse de PAF et l’activation de la f32-intégrine.

Ensemble, ces observations suggèrent que les angiopoïétines peuvent moduler le

trafic des neutrophiles. À l’appui, il a été rapporté que Angi et Ang2 ont un effet

chimiotactique sur les neutrophiles. Toutefois, les voies intracellulaires

impliquées dans cet effet chimiotactique des angiopoïétines sur les neutrophiles

n’ont pas été délimitées. Nos données montrent que Angi et Ang2 induisent la

migration des neutrophiles par l’entremise de l’activation de la

phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K). À l’appui, nous avons observé que la

stimulation des neutrophiles avec Angi et Ang2 induit la phosphorylation d’Akt.

Puisque les angiopoïétines sont capables de moduler les activités des cytokines

proinflammatoires dans les cellules endothéliales, nous avons émis l’hypothèse

qu’elles pouvaient aussi affecter la réponse des neutrophiles aux cytokines. Nos

données montrent que AngI et Ang2 potentient la migration induite par une autre

cytokine proinflammatoire CXCL-8/IL-8 et ce, via la voie de la PI3K. Nos

observations supportent notre hypothèse que Angi et Ang2 jouent un rôle dans le

trafic des neutrophiles.

Mots clés VEGF, perméabilité vasculaire, inflammation, PAF, monoxyde

d’azote, angiopoïétines, Tie2, P13 K, migration, neutrophile
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ABSTRACT

Vascular endothelial growth factor (VEGF) and angiopoietins are endothelial

growth factors, which orchestrate together blood vessel formation during

angiogenesis. Upon activation of their endothetiat tyrosine kinase receptor,

VEGF as weIl as angiopoietins can induce endothelial celi migration, proliferation

and survival, but also proinflammatory events. Indeed, there are considerable

evidence supporting that angiogenesi s and inflammation are mutually-dependent.

In a previous study, we have shown that VEGF-A165 hyperpermeability is

mediated through endothelial synthesis of a potent inflammatory mediator,

namely platelet activating factor (PAF), since then, we have defined the cellular

pathways involved. Meanwhile, others have reported that nitric oxide (NO) is

implicated in VEGF-A165 proinflammatory activities. Thus, in the first study, we

wanted to delineate the contribution of PAF and NO in the hyperpermeability

induced by VEGF family members. Our data showed that VEGF analogs

hyperpermeability is mediated through VEGFR-2 activation and that maximal

hyperpermeability observed under VEGF-A165 treatment involves NRP

INEGFR-2 complex formation. The blockade of PAF and NO/cGMP pathway

abotished VEGF-A165-mediated permeability, however, PAF but flot NO directly

increased vascular permeability per se, thereby, suggesting that PAF is a direct

inflammatory mediator, whereas NO serves as a cofactor in VEGF family

members proinflammatory activities.

Like VEGF-A16, angiopoietins (AngI and Ang2), upon endothelial Tie2

activation, can induce proinflammatory events, including PAF synthesis and a P-
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selectin-dependent neutrophil adhesion to activated endothelial ceil s. Recently,

we detected Tie2 expression on the ceil surface of neutrophils and we reported

that their stimulation with Angi or Ang2 induces PAF synthesis and a f32-integrin-

dependent neutrophil adhesion to extracellular matrix. Taken together, these

observations suggest that angiopoietins/Tie2 system can modulate leukocytes

trafficking. In agreement, recent studies showed that angiopoietins can induce

neutrophils and eosinophils chemotaxis, an important component of the acute

inflammatory response. However, littie is known about the cellular pathways

involved in angiopoietins-mediated neutrophil migration. In addition, since

angiopoietins can modulate the effect of proinflammatory cytokines in endothelial

celis, we were led to investigate if angiopoietins could modulate cytokines

activities in neutrophils. Our data showed that Angi and Ang2 mediated

neutrophil migration is dependent on PI3K pathway activation and that Angi and

Ang2 induce Akt phosphorytation in neutrophils. We also investigated the

capacity of Angi and Ang2 to affect CXCL-8/IL-$-mediated neutrophil

migration. Our data showed that pretreatment of neutrophils with angiopoietins

potentiated CXCL-8/IL-8-mediated neutrophil migration. In support, both

angiopoietins showed a synergistic effect on the induction of Akt phosphorylation

mediated by CXCL-$/IL-8. Taken together, our data demonstrate that

angiopoietins can induce neutrophil migration through a PI3K dependent

pathway, which support our hypothesis that angiopoietins are implicated in

leukocytes trafficking.

Key words: VEGF, vascular permeability, inflammation, PAF, nitric oxide,

angiopoïetins, Tie2, P13 K, migration, neutrophi 1
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1.0 INTRODUCTION
1.1 L’endothélium

L’endothélium, composé de cellules endothéliales (CE), tapisse l’intérieur des

vaisseaux sanguins et de l’endocarde. Initialement caractérisé tel une simple

barrière physique, l’endothélium joue un rôle plus vaste dans le maintien de

l’homéostasie vasculaire. Cette homéostasie se traduit par de multiples fonctions

de l’endothélium. Tout d’abord, l’endothélium joue le rôle d’une barrière

sélective en fonction des besoins tissulaires. Par exemple, la barrière

hématoencéphalique présente un endothélium très peu perméable, tandis qu’au

niveau rénal, l’endothélium est fenestré permettant la filtration rapide du plasma

sanguin. Ensuite, l’endothélium joue un rôle dans le développement de

thromboses en sécrétant des facteurs capables de moduler l’agrégation

plaquettaire. Les CE contribuent aussi à finement réguler le tonus vasculaire par

l’entremise d’agents vasoconstricteurs et vasodilatateurs. L’endothélium est

également un acteur important de la réponse inflammatoire, particulièrement au

niveau de l’oedème et de l’infiltration leucocytaire. Finalement, mentionnons que

l’endothélium est une structure dynamique qui peut proliférer selon les besoins de

l’organisme.

1.2 Survol de I’angiogenèse

Le terme angiogenèse a été utilisé pour la première fois par Arthur Tremain Hertig

en 1935 dans le cadre d’une étude portant sur la néovascularisation du placenta

chez les macaques (1). L’angiogenèse dite classique ou par bourgeonnement se

définit comme la formation de nouveaux vaisseaux sanguins à partir de vaisseaux

préexistants. Plus récemment, les étapes du processus angiogénique ont été

décrites par le Dr Folkman (2). L’initiation de l’angiogenèse est marquée par une



vasodilatation et une augmentation de la perméabilité microvasculaire attribuée à

un relâchement des jonctions interendothéliales. L’augmentation de la

perméabilité vasculaire favorise l’extravasation des protéines plasmatiques et

permet la formation d’un échafaudage provisoire mais nécessaire à la migration

des cellules endothéliales. Par la suite, les cellules endothéliales relâchent les

liens moléculaires les unissant et sécrètent des enzymes capables de dégrader la

matrice extracellulaire permettant ainsi aux cellules de migrer vers le site de

néovascularisation. Une fois parvenues, les cellules endothéliales s’organisent en

structure tubulaire dont la stabilité dépend du recrutement de cellules musculaires

et de péricytes. Mentionnons que les cellules sanguines (leucocytes et plaquettes)

contribuent aussi à l’angiogenèse via la relâche de facteurs de croissance et de

protéases (3, 4).

Au cours de l’embryogenèse, le processus de vascularisation est très actif et

l’établissement du réseau vasculaire est généré suite à l’enchaînement de la

vasculogenèse et de l’angiogenèse classique (5). La vasculogenèse est définie

comme la formation d’un réseau sanguin primitif à partir de cellules endothéliales

progénitrices, qui ont une origine commune avec les cellules hématopoïétiques

progénitrices. Par la suite, l’angiogenèse classique induit la maturation du réseau

vasculaire primitif par le bourgeonnement des vaisseaux sanguins à partir des

vaisseaux préexistants.
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1.2.1 L’angiogenèse physiologique chez l’adulte

Après la naissance, l’angiogenèse contribue toujours à la croissance des organes,

mais chez l’adulte, la majorité des vaisseaux sanguins sont quiescents et

l’angiogenèse dite physiologique est impliquée uniquement dans le cycle de

reproduction chez la femme et la formation du placenta lors de la grossesse.

Cependant, les cellules endothéliales gardent toujours leur capacité à se diviser

rapidement en réponse à un stimulus physiologique, comme l’hypoxie. Ainsi,

l’angiogenèse est réactivée au cours de la réparation tissulaire. Toutefois, dans

plusieurs pathologies, les stimuli proangiogéniques deviennent excessifs et la

balance entre les facteurs pro- et anti-angiogéniques est déséquilibrée engendrant

ainsi une angiogenèse non contrôlée, dite pathologique.

1.2.2 L’angiogenèse pathologique

La croissance non régulée des vaisseaux sanguins peut avoir un impact néfaste sur

la santé et favorise le développement de certaines maladies. En effet, plusieurs

pathologies ont été caractérisées avec une vascularisation excessive dont les

principales sont le psoriasis, la polyarthrite rhumatoïde, l’athérosclérose, la

rétinopathie et le cancer métastasique (5). À l’opposé, l’immaturité et la

régression vasculaire sont impliquées dans plusieurs maladies telles que s la

prééclampsie et les maladies cardiaques vasculaires et ischémiques. Ainsi,

l’angiogenèse, soit incomplète ou excessive, a été associée à plus de 70 maladies,

ce qui en fait une cible thérapeutique des plus intéressantes (pour revue voir (5)).

Par conséquent, au cours de la dernière décennie, de nombreuses équipes de

recherche se sont acharnées à identifier les facteurs moléculaires et les

mécanismes impliqués dans l’angiogenèse. Dans le cadre de cette thèse, notre
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attention a porté sur le VEGF et les angiopoïétines, plus précisément sur les

propriétés proinflammatoires de ces facteurs angiogéniques.

1.3 Régulation moléculaire de l’angiogenèse

L’angiogenèse est un processus finement régulé. À l’état de quiescence

vasculaire, il existe un équilibre dynamique entre les facteurs angiogéniques et les

facteurs angiostatiques, ce qui favorise la stabilité de l’arbre vasculaire. Par

contre, lorsque l’angiogenèse est stimulée, suite à un dommage tissulaire par

exemple, les cellules endothéliales quittent l’état de quiescence vers un état actif

sous l’effet des nombreux facteurs angiogéniques. Parmi ceux-ci, le vascular

endothelial growtÏz factor (VEGf) et ses récepteurs à activité tyrosine kinase

(RTK), constituent le premier système RTK identifié, et il agit comme un

régulateur essentiel de la vasculogenèse et de l’angiogenèse (6).

1.3.1 Les membres de la famille du VEGF

Le VEGF a été décrit presque simultanément par trois groupes de recherche à

l’aide d’une variété de modèles expérimentaux (7). En 1983, Senger et cou, ont

isolé un facteur sécrété par une lignée tumorale hépatique capable d’augmenter la

perméabilité vasculaire (8). Cependant, la structure et la séquence en acides

aminés de ce facteur, nommé alors vasctdarpermeabilitvfactor, a uniquement été

décrite au tournant de la décennie (9). Au même moment, Criscuolo et coll. ont

réussi à purifier partiellement une protéine de gliomes qui elle aussi augmentait la

perméabilité vasculaire (10). En juin 1989, ferrara et Henzel ont été le troisième

groupe à isoler te VEGF, mais les premiers à montrer son effet mitogénique sur

les cellules endothéliales en culture. De plus, ils ont été les premiers à publier la
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séquence partielle de ce facteur isolé de cellules hypophysaires et ils ont nommé

ce facteur, le VEGF (11).

Suite à la découverte du VEGF, nommé aussi VEGf-A, plusieurs études ont

montré l’existence de gènes codant pour des protéines avec une homologie de

séquence pour le VEGF-A, soit le VEGf-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E et le

Placental Growthfactor (PIGF-1) (12).

L’analyse du gène codant pour le VEGF-A a révélé qu’il est composé de 8 exons

entrecoupés de 7 introns (13). Chez l’humain, l’épissage alternatif de l’ARNm du

gène codant pour le VEGF-A génère jusqu’à 5 différentes isoformes de 121, 145,

165, 189 et 206 acides aminés, nommés VEGF-A121, VEGF-A14, VEGF-A165,

VEGF-A189, VEGF-A2, tandis que chez la souris, les isoformes contiennent un

acide aminé de moins. Il est à noter que la liaison du VEGF-A avec les

protéoglycanes héparanes sulfates et le corécepteur neuropiline- 1 (NRP-l) est

médiée par les exons 6 et 7. Aussi, le VEGF-A189et le VEGF-A206, qui possèdent

l’exon 6 et l’exon 7 restent complètement liés aux protéoglycanes membranaires,

ce qui fait de ces dernières un réservoir de VEGF-A. Quant au VEGF-A165,

l’isoforme la plus abondante et la plus puissante, celui-ci n’exprime pas l’exon 6

et s’associe modérément à l’héparine, ce qui explique pourquoi

approximativement 50% du VEGF-A165 sécrété reste lié à l’héparine des

protéoglycanes héparanes sulfates membranaires. Le VEGF-A121, qui ne possède

pas l’exon 6 ni l’exon 7, diffuse librement dans le tissu environnant (12) (Figure

1).
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N-Terminus

Peptide signal

VEGF-A20 1 2

Liaison à l’héparine
et à la NRP-J

T

VEGF-A189 1 2 Ç 3 4 6A 7 8H

VEGF-A16 ( 1 ( 2 3 4 5

VEGF—AI6b 1 1 t 2 ( 3 Ç t5L.. 7 (gj)

VEGF-A13 Ci ( 2 Ç__3 4 ÇSj6Aj8)

VEGF-A121 ( 1 2j 3 Ç 4 (5(8Q

Figure 1: Représentation schématisée des isoformes du VEGF-A humain. Les

différents exons composant les isoformes du VEGf-A humain ont été indiqués
par un numéro. Exon 3 (bleu) est principalement impliqué dans
l’homodimérisation du VEGf-A et l’interaction avec le récepteur VEGFR-1.
L’exon 4 (vert) est responsable de l’interaction avec le VEGFR-2. La liaison du
VEGF-A avec les protéoglycanes héparanes sulfates et le corécepteur NRP-1 est
médiée par l’exon 6 et 7 (orange et rouge, respectivement). L’exon 9 (gris) est
exprimé dans l’isoforme inhibiteur du VEGF-A165b (adaptée d’après (14)).

VEGfR-1 VEGFR-2

‘-

3 4t56A68,.
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Localisé sur un chromosome distinct du VEGF-A, le VEGF-B est exprimé, suite à

un épissage alternatif, sous forme de VEGF-B167et le VEGF-B186. Seul le VEGF

B167 peut se lier à l’héparine et par conséquent, ce dernier est séquestré par la

matrice extracellulaire (14). Quant au PIGf, ce dernier est composé de quatre

isoformes nommées PIGF-1, -2, -3 et 4, qui sont produites par épissage alternatif à

partir de sept exons. Le PIGf-2 et -4 se lient à l’héparine, tandis que le PIGF-1 et-

3 ne lie pas l’héparine et diffuse librement (14). De plus, le PIGF-2 peut se lier à

la NRP-1 et à la NRP-2 via une séquence de 21 acides aminés basiques située à

l’extrémité carboxy-terminale, tandis que chez le PIGF-1, -3 et -4, cette séquence

est absente (14, 15). Le VEGF-C et —D sont produits sous la forme de protéines

précurseurs et sous l’action de protéases, les formes matures sont produites (16).

Les formes matures du VEGF-C et —D partagent une homologie structurale de

48%.

La structure secondaire des membres de la famille du VEGf est apparentée à celle

de la famille du pÏatetet-derived growth Jactor (PDGF) avec des ponts disulfures

intra- et intermoléculaires entre huit résidus cystéines. L’analyse de la structure

cristalline du VEGF-A165 a révélé qu’il est formé d’un homodimère dont les

monomères sont organisés de manière anti-parallèle et que les sites de liaison au

récepteur sont situés au pôle du dimère (17). Même si des hétérodimères ont été

identifiés, les membres de la famille du VEGf forment préférentiellement des

homodimères (18).
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1.3.1.1 Régulation de l’expression du gène du VEGF-A

Une autre caractéristique importante du VEGf-A est que son expression est

régulée par le niveau ambiant d’oxygène. L’hypoxia-inducibtefactor J (HIF-la),

un facteur de transcription, est un médiateur clé de la réponse hypoxique. En

présence d’oxygène, HIF-la est rapidement hydroxylé sur plusieurs résidus

proline permettant la liaison de HIF-la à la protéine Von Hippet-Lindau ttcrnor

suppressor (vHL). Cette dernière démarre alors une cascade d’ubiquitinylation

qui dirige HW-JŒ vers les protéasomes pour y être dégradé. En condition

hypoxique, l’hydroxylation de HTF-lu, qui est dépendante de l’oxygène, est évitée

et la transcription du VEGF-A est induite (19, 20).

Par ailleurs, l’expression du VEGF-A peut également être induite par certains

facteurs de croissance, incluant t’epidermaÏ growthfactor, le transforming growth

factor, le keratinocyte growth factor, l’insuÏin tike growth factor-], le fibrobÏast

growth factor et le PDGF, qui agissent de manière autocrine et paracrine en

collaboration avec l’hypoxie locale pour induire l’expression du VEGF-A (6).

1.3.1.2 Activités biologiques des membres de la famille du VEGf

Dans l’embryogenèse, le rôle du VEGF-A165 est incontestable puisque la délétion

d’un allèle est suffisante pour induire la létalité embryonnaire (El 1-E12) causée

par des défauts angiogéniques du sac vitellin, du placenta et de l’embryon (21,

22). Le VEGF-A possède une pléiotropie d’activités biologiques. In vitro, le

VEGF-A165 est un agent mitogénique des CE provenant du système macro- et

microvasculaire artériel, veineux et lymphatique (9, 11, 19, 23, 24). De plus, le

VEGF-A165 promeut l’angiogenèse dans des modèles tridimensionnels tels que la
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formation de tubes 3D et l’invasion du gel de collagène par les CE de

microvaisseaux (25). In vivo, le VEGf-A induit l’angiogenèse dans une variété

de modèles incluant la cornée de lapin (26) et la membrane chorioalantoïdienne de

poulet (CAM) (27).

Le VEGF-A est aussi un facteur de survie endothéliate (2$). En effet, il a été

démontré que le VEGf-A165 prévient l’apoptose endothéliale médiée par la

privation de sérum et, induit l’expression de protéines anti-apoptotiques (29). bi

vivo, il a été rapporté que l’inactivation conditionnelle du VEGF-A165 induit une

apoptose marquée des CE dans les souris néonatales, tandis qu’aucune apoptose

n’a été détectée dans les souris adultes (6). Afin d’expliquer cette dernière

observation, il a été proposé que la survie des CE dans les néovaisseaux est sous

la dépendance du VEGF-A165 jusqu’au recrutement des péricytes (30).

Le VEGF-A a un effet chimiotactique sur les éosinophiles, neutrophiles, les

monocytes ainsi que sur les cellules endothéliales et hématopoïétiques (31-34).

Par ailleurs, le VEGF-A participe indirectement à la migration des CE en

induisant l’expression de protéases comme la collagénase et les activateurs du

plasminogène qui dégradent ta matrice extracellulaire permettant la migration et

l’infiltration des CE vers le site de néovascularisation (35).

Malgré l’importance des effets décrits ci-dessus, ses propriétés proinflammatoires

démarquent le VEGF-A des autres facteurs de croissance. En effet, le VEGF-A165

a été initialement identifié pour sa capacité à induire l’extravasation des protéines

plasmatiques dans le derme du cochon d’inde (9). Une étude subséquente a
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montré par microscopie électronique que l’injection intradermique du VEGF-A165

augmente ta perméabilité des veinules post-capillaires (36). De plus, t’analyse de

l’endothélium des vaisseaux perméabilisés a révélé la présence de fenestrations

(36). Ces dernières ont également été reproduites iii i’itro dans certaines études

utilisant une monocouche confluente de CE (37). D’un autre coté, certaines

données suggèrent que les organelles vésiculovacuolaires (VVO) contribuent

aussi à l’exudation des protéines induite par le VEGF-A165 (38, 39). Il est à noter

que les VVO ont été observées dans l’endothélium des vaisseaux tumoraux, qui

sécrètent le VEGF-A165 (40). De plus, dans certains lits vasculaires, le VEGF

A165 augmente le passage de l’eau et de petits ions hydrosolubles et ainsi, favorise

la formation d’un oedème tissulaire (7). Il a été suggéré que l’hyperperméabilité

médiée par le VEGf-A165 peut contribuer à l’angiogenèse tumorale par la

formation d’un exudat tissulaire composé de filaments de fibrines, qui sert de

matrice pour la migration des CE (6).

Par ailleurs, le VEGF-A165 active une autre composante de la réponse

inflammatoire aigu, soit l’adhésion des leucocytes. En effet, la stimulation des

CE avec le VEGF-A induit la translocation et t’expression endothéliale de

molécules d’adhésion (PAF, P-sélectine, E-sélectine, intercettutar adhesion

inolecute (ICAM-l) et vascutar ceit adhesion moÏecule-1 (VCAM-1 )), qui

favorisent le recrutement et l’adhésion des leucocytes à la surface endothéliale

(41-43).

Finalement, ex vivo, l’application du VEGF-A165 induit une vasodilatation dose

dépendante de plusieurs vaisseaux (44) et, iiz vivo, son injection intraveineuse
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produit chez le rat une hypotension, une tachycardie et une diminution du volume

d’éjection cardiaque (45). Ces effets hémodynamiques sont médiés par sa

capacité à induire la formation du monoxyde d’azote (NO) et de la prostacycline

(PGI2), mais dont la contribution respective varie en fonction du lit vasculaire

(16).

Comparativement au VEGF-A165, peu de choses sont connues à propos du VEGF

B, un agoniste spécifique du VEGFR-1. Les souris, dont le gène du VEGF-B a

été inactivé (VEGF-B’), sont viables et fertiles. Cependant, la taille du coeur des

souris (VEGF-W’) est réduite et, suite à un infarctus du myocarde, la récupération

des souris est compromise suggérant une implication du VEGF-B dans la

formation des coronaires collatérales (46, 47). Il est intéressant de noter que

l’expression du gène du VEGF-B est prépondérante au niveau du coeur des souris

pré- et post-natales (47). Quant à l’autre agoniste sélectif du VEGFR-1, le P1Gf-

J, l’inactivation de son gène génère aussi une souris viable et fertile, mais dont

l’angiogenèse pathologique est compromise (4$). Par exemple, les tumeurs dans

les souris PIGF’ sont plus petites et moins vascularisées comparativement aux

tumeurs des souris témoins (48, 49). Le PIGF-1 peut induire directement

l’angiogenèse, mais aussi indirectement en potentialisant les effets du VEGF-A165.

De plus, le PIGF-J a un effet chimiotactique sur les monocytes et induit

l’accumulation tissulaire des macrophages suite à son injection (50).

Le VEGF-C et le VEGF-D, deux ligands de VEGFR-2 et VEGfR-3, sont des

cytokines clé de la lymphangiogenèse, un processus physiologique qui aboutit à la

formation de nouveaux vaisseaux lymphatiques à partir du réseau vasculaire



12

préexistant. De plus, similairement au VEGF-A165, le VEGf-C et le VEGF-D

induisent la perméabilité vasculaire et l’angiogenèse. La génération d’analogues

mutés du VEGF-C, qui sont incapables de lier le VEGFR-2, a permis de

déterminer que l’hyperperméabilité et l’angiogenèse induites par le VEGF-C sont

médiées par le VEGFR-2 (51).

Le VEGF-E a été découvert à partir du génome du parapoxvirus (virus Ort) qui

infecte le mouton, la chèvre et à l’occasion les humains (52). L’infection avec ce

type de virus cause des lésions cutanées prolifératives avec une angiogenèse

marquée. Cet homologue viral peut lier le VEGfR-2 et la NRP-1 et par

conséquent, générer des effets biologiques qui sont associés à leur activation (52).

Récemment, un septième membre de la famille du VEGF, le VEGF-F, a été

identifié à partir du venin de serpent (53, 54). Présentant une homologie

structurale de 50% avec le VEGF-A165, le VEGF-F est un agoniste sélectif du

VEGFR-2.

1.3.2 Récepteurs du VEGF

Le VEGFR-1, VEGFR-2 et VEGFR-3 sont des membres de la famille des

récepteurs tyrosines kinases et possèdent un poids moléculaire variant entre I 80 et

220 kDa. Suite à la liaison du ligand, les récepteurs se dimérisent de façon

autologue ou hétérologue et s’autophosphorylent sur les résidus tyrosines, qui sert

de poste d’ancrage pour l’initiation des signaux intracellulaires.
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1.3.2.1 Le VEGFR-1

Le VEGFR-1 (fms-like tyrosine kinase, fit-1) est composé de 7 domaines

extracellulaires de type immunoglobuline, d’un segment transmembranaire et

d’une région intracellulaire dotée d’activité tyrosine kinase. Le VEGFR-1 est

exprimé à la surface des monocytes, des macrophages, des ostéoclastes et des

cellules endothéliales, hématopoïétiques et musculaires (12, 28, 55, 56). Il est à

noter que, suite à un épissage alternatif, le VEGfR-1 est également produit sous

forme soluble (sVEGFR- I) sans toutefois affecter la liaison aux agonistes (57)

(Figure 2).

Le VEGFR-1 lie avec une grande affinité le VEGF-A, le VEGF-B et le PIGF-l,

qui induisent une autophosphorylation distincte des tyrosines du VEGFR-1 (58).

Par exemple, le PIGF-1 induit la phosphorylation sélective du résidu tyrosine

(Y1309) permettant l’activation d’Aktlprotéine kinase B (PKB) (59). La

surexpression du VEGfR-1 a permis de déterminer que l’autophosphorylation du

VEGFR-1 recrute la sous-unité p85 de la phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K), la

phospholipase C (PLC), SHP2, le growth-factor-receptor-bound-2 (Grb2) et le

Nck (60, 61). Les conséquences de l’activation de ces signaux de transduction

sont encore mal comprises (61, 62) et l’étude du VEGFR-1 à l’aide de souris

transgéniques suggère même que le VEGFR-1 agit comme récepteur de clairance

dans l’embryogenèse. En effet, l’inactivation génique du VEGFR-1 chez les

souris (VEGFR-F’) a induit une létalité embryonnaire (E7.5 et E8.5) causée par

une désorganisation des vaisseaux sanguins de l’embryon (63). De plus, la

délétion du domaine tyrosine kinase (TK) du VEGFR-1 (VEGFR-1(TK)’) n’a pas

affecté le développement embryonnaire. Cependant, la délétion combinée du
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domaine TK et transmembranaire (VEGFR- I (TM-TK)j a induit 50% de létalité

embryonnaire due à des malformations vasculaires révélant l’importance de

l’ancrage du VEGFR-1 comparativement à son activité tyrosinc kinase (64).

Néanmoins, même si le domaine tyrosine kinase du VEGFR-1 n’est pas requis

pour le développement vasculaire, il est indispensable au recrutement des

monocytes/macrophages et des cellules hématopoïétiques induit par le VEGF-A165

(65).

L’hétérodimérisation du VEGFR-1 avec le VEGFR-2 suivie d’une

transphosphorylation est un autre mécanisme par lequel le VEGFR-1 peut induire

des activités biologiques. In vivo, notre laboratoire a rapporté que l’inhibition de

l’expression du VEGFR-1 a réduit de 85% l’effet angiogénique du VEGF-A (66)

et récemment, nous avons rapporté que la synthèse de la prostacycline induite par

le VEGF-A165 requiert l’hétérodimérisation VEGFR-1/-2 (67).

De récentes études ont révélé que le VEGFR-1 et son agoniste le PIGF-1 ont un

rôle clé dans l’angiogenèse pathologique. En effet, il a été démontré que

l’utilisation d’un anticorps capable de bloquer le site de liaison du VEGFR-1 a

supprimé la néovascularisation présente dans le cancer, la polyarthrite rhumatoïde

et la rétinopathie (49).

1.3.2.2 Le VEGFR-2

La structure générale du VEGFR-2 (kinase-insert domain receptor, KDR; fetal

liver kinase, flk-l) est similaire à celle du VEGFR-1. Par contre,

comparativement au VEGfR-1, qui agit comme récepteur de clairance dans
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l’embryogenèse, le VEGFR-2 est essentiel au développement de la vasculogenèse.

En effet, l’inactivation génique du VEGFR-2 est létale (E8,5 et E9,5) due à une

absence de prolifération des CE entrainant une vasculogenèse défectueuse (68).

Le VEGFR-2 peut lier le VEGf-A, le VEGF-C, le VEGF-D et le VEGf-E et,

même si l’affinité du VEGF-A165 est presque 10 fois supérieure pour le VEGFR-1

que pour le VEGFR-2, ce dernier semble être le principal médiateur des effets

biologiques du VEGF-A165.

La stimulation de plusieurs lignées de cellules endothéliales avec le VEGF-A165

induit une forte autophosphorylation du VEGFR-2 permettant l’initiation d’une

cascade intracellulaire complexe (14). Par l’intermédiaire du domaine Src

hoinology 2 (SH2), la PLOy s’associe au résidu Tyri 175 du VEGFR-2 (69) et

hydrolyse le phosphatidylinositol 4,5-biphosphate en diacylglycérol (DAG) et en

inositol 1,4,5-triphosphate (1P3). Ce faisant, le DAG active la PKC qui à son tour

active la voie Raf-MEKI/2-extracetlutar signal regulated kinase- 1/2 (ERKI/2),

qui est responsable de l’effet mitogénique du VEGF-A sur les CE (70).

Initialement, il a été rapporté que la voie Raf-MEKI/2-ERKI/2 était directement

activée par la PKC (indépendante de la voie Ras) (70), mais de récentes études ont

montré que le VEGF-A165 peut également stimuler, mais à moindre niveau, la voie

Ras-Raf-MEK1/2-ERKI/2 (71).

Une seconde voie activée par le VEGFR-2 est celle de la PI3K, qui entraîne une

augmentation du lipide phosphatidylinositol (3,4,5) triphosphate et

subséquemment, l’activation de médiateurs intracellulaires tels que Akt et Rac. Il

a été démontré que l’activation de Akt par la voie VEGFR-2/PI3K est suffisante et
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nécessaire afin de médier les effets anti-apoptotiques du VEGF-A165 (28). Il a été

proposé qu’une partie des effets anti-apoptotiques d’Akt résulte de l’inhibition des

facteurs apoptotiques Bad et caspase-9 (16). Outre son implication dans la survie

cellulaire, Akt phosphoryle et induit l’activité enzymatique de la endottzeÏial izitric

oxide synttzase (eNOS), qui génère le monoxyde d’azote (NO), un puissant

vasodilatateur (72-74). D’un autre coté, l’activité de la eNOS peut être accrue par

l’augmentation du Ca2 intracellulaire et par l’activation de la PKC, en

conséquence de l’activation de la PLCy par le VEGf-A165 (75-77). L’inhibition

de l’activité enzymatique de la eNOS a révélé la contribution du NO dans les

propriétés proinflammatoires du VEGF-A165 en réduisant la perméabilité

vasculaire et la vasodilatation induite par le VEGF-A165 (16, 74). De façon

similaire à l’inhibition pharmacologique de la eNOS, l’inactivation génique de

cette dernière chez les souris a diminué l’angiogenèse, la vasodilatation et

l’hyperperméabilité induite par le VEGF-A (78). Il est à noter qu’en fonction du

lit vasculaire, les effets hypotenseurs du VEGF-A165 peuvent être en parti médiés

par la synthèse de la prostacycline et ce, suite à l’activation de la voie PLCy

DAG-PKC-Raf-MEK I /2-Erk 1 /2-Phosphol ipase A2 cytosol ique dépendante du

Ca2 (cPLA2) (74, 79).

L’effet chimiotactique du VEGF-A sur les CE est un élément clé de sa capacité à

induire l’angiogenèse et dépend entièrement de l’activation du VEGFR-2 (80).

En effet, des analogues mutés du VEGF-A165, uniquement capable de se lier au

VEGFR-2, ont gardé leur capacité à induire la migration et la division des CE

(80). In vitro, l’effet migratoire du VEGF-A165 sur les CE s’observe par la

formation de fibres de stress accompagnée du recrutement de la vinculine et de la
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paxilline au complexe d’adhésion focale. Ces deux évènements sont sous le

contrôle de deux voies différentes: stress-activated protein kinase-2(SAPK2)-p3 $

MAPK-MAPKAP kinase 2/3-heat shock protein 27 (HSP27) (81 -83) et HSP9O-

focal adhesion kinase (FAK)-RhoA-ROCK (84, 85). Il est à noter que la

phosphorylation de fAK est également induite par Src indépendamment de la

voie HSP9O, mais seule la vinculine est recrutée (84) (Figure 3).

1.3.2.3 Le VEGFR-3

Le VEGFR-3 (fms-like tyrosine kinase 4, flt4) est un récepteur de 195 KDa

présentant une grande affinité pour le VEGF-C et le VEGF-D. L’inactivation

génique du VEGFR-3 chez la souris entraîne une létalité embryonnaire au jour 9.5

causée par une désorganisation des plus gros vaisseaux engendrant une

accumulation de fluide et une défaillance cardiaque (86). Présent sur tout

l’endothélium au cours de l’embryogenèse, le VEGFR-3 est exprimé

principalement sur l’endothélium lymphatique chez l’adulte (87). L’activation du

VEGFR-3 par le VEGF-C ou le VEGF-D promeut la lymphangiogenèse en

induisant la prolifération, la migration et la survie des cellules endothéliales

lymphatiques (88). Le VEGFR-3 activé s’associe avec les protéines adaptatrices

Shc et Grb2 via Tyr1337 (89). De façon indépendante à Ras, le VEGFR-3 active

le voie Erkl/2 par l’entremise de la PLC-y-PKC (88). De plus, la stimulation du

VEGFR-3 entraîne la mobilisation et l’activation de la voie PI3K-Akt (88).
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1.3.2.4 Les neuropilines

Initialement, la NRP-l a été identifiée et reconnue pour son activité

chimiorépulsive dans la guidance neuronale due à sa capacité de lier les

sémaphorines/collapsines de type III (Sema3A, 3B, 3C et 3D) (90, 91). Par la

suite, la NRP-1 a été localisée dans les cellules endothéliales et décrite pour sa

liaison sélective au VEGF-A165 et non au VEGF-A121, qui ne possède pas l’exon 7

et par conséquent, ne peut lier la NRP-1 (92). Jusqu’à présent, deux neuropilines,

NRP-t et NRP-2, ont été identifiées et leurs gènes sont localisés sur deux

chromosomes distincts (14). La structure générale de la NRP-l et de la NRP-2 est

similaire et elles possèdent une homologie en acides aminés d’environ 50%. La

NRP-1 et la NRP-2 possèdent un petit domaine intracellulaire, mais celui-ci n’est

pas requis pour la guidance neuronale induite par les sémaphorines (93). Ainsi, il

semble que la NRP-1 et la NRP-2 ne soient pas des récepteurs tyrosines kinases,

mais plutôt des protéines adaptatrices pour les ligands des récepteurs tyrosines

kinases: pour le VEGF-A165 avec le VEGFR-2 (94) et pour les sémaphorines avec

tes plexines (95). Cependant, un nombre grandissant d’études attribuent un rôle à

la NRP-l dans l’angiogenèse (96). Wang et col!, ont montré que la NRP-1 seule

peut médier la migration des CE induite par le VEGF-A165, et ce, par l’activation

de la PI3K via son domaine intracellulaire (97). De plus, Murga et col!. ont

rapporté que le VEGF-A165 peut promouvoir l’adhésion des CE à la matrice

extracellulaire via la NRP-1 indépendamment de VEGFR-2 (9$).

La génération de souris transgéniques surexprimant la NRP-1 a induit une létalité

embryonnaire (E12,5-El7,5) et l’analyse morphologique des embryons a révélé

une densité surélevée de capillaires, une dilatation marquée des vaisseaux
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sanguins et une hémorragie étendue (99). L’inactivation du gène de la NRP-l

provoque des défauts vasculaires et neuronaux majeurs résultant en une mort

embryonnaire (E12,5-E13,5) (100). En revanche, aucune malformation vasculaire

n’a été observée suite à l’inactivation du gène de la NRP-2 (101). De façon

étonnante, l’inactivation concomitante de la NRP-1 et -2 a induit une défaillance

vasculaire plus prononcée que leur inactivation individuelle et une létalité

embryonnaire plus précoce (102). De plus, les souris (NRP-l et NRP-2)’

présentent un phénotype vasculaire ressemblant à celui des souris VEGF-K’ et

VEGfR-2. De surcroît, tes souris transgéniques n’exprimant pas le VEGF-A164

et VEGF-A188 montrent une densité de capillaires cardiaques et de coronaires

collatérales moindre que les souris témoins, ce qui peut être attribuable à

l’incapacité du VEGF-A120 de lier la NRP-1 et par conséquent, d’induire une

angiogenèse «normale» (103). Ainsi, les expériences d’invalidation génique

suggèrent que la NRP-l et la NRP-2 sont nécessaires au développement

vasculaire au cours de l’embryogenèse en contribuant en partie à potentialiser

l’angiogenèse induite par le VEGF-A165.

En appui, il a été démontré que l’interaction entre la NRP-1 et le VEGfR-2 a pour

effet d’augmenter considérablement l’autophosphorylation du VEGFR-2 par le

VEGF-A165 et la migration cellulaire (92, 94, 104). De récents travaux effectués

dans notre laboratoire ont confirmé l’effet potentiateur de la NRP-1 sur divers

effets biologiques du VEGF-A165 tels que: la migration et la prolifération des CE

(105), la synthèse endothéliale du PAF (105) et de la PGI2 (67), la perméabilité

vasculaire, la translocation de la P-sélectine à la surface endothéliale ainsi que

l’adhésion des neutrophiles aux CE (43).
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Outre son rôle dans l’embryogenèse, la NRP-l est aussi impliquée dans

l’angiogenèse tumorale. De fait, la surexpression conditionnelle de la NRP-l

dans un carcinome du pancréas augmente l’angiogenèse tumorale et sa

progression (106). De plus, les cellules de certains carcinomes mammaires, qui

expriment la NRP-1 comme unique récepteur du VEGF-A, synthétisent une

grande quantité de PAF en réponse au VEGF-A165 (107). Ainsi, il semble que

dans certaines conditions la NRP-l, peut médier certains effets biologiques du

VEGF-A1 65.

1.3.3 Rôle du VEGF-ANEGFR dans I’angiogenèse tumorale et avenues

thérapeutiques

Plusieurs études d’hybridation in situ ont montré que l’ARNm du VEGF-A est

exprimé dans plusieurs lignées tumorales (108-112). De plus, en 1993, Kim et

coll. ont rapporté qu’un anticorps dirigé contre le VEGF-A a pour effet de

diminuer la croissance de plusieurs tumeurs chez la souris (113). Des études

subséquentes ont confirmé l’implication du VEGF-A dans l’angiogenèse tumorale

(pour revue voir (114)) et par conséquent, il est maintenant bien établi que le

VEGF-A est un important médiateur de l’angiogenèse tumorale. Ces diverses

observations ont conduit à développer des approches thérapeutiques pouvant

bloquer les effets du VEGF-A. Dans cette perspective, plusieurs stratégies

directes oit indirectes ont été mises de i ‘avant, telles que l’inhibition du VEGF—A

(ARNrn ou protéine). de ses récepteurs (VEGFR-l, VEGFR-2. VEGFR-3 ou

NRP- I) et de voies intracellulaires activées par le VEGF-A (Raf). La majorité de

ces cibles thérapeutiques sont présentement en phase d’étude clinique (pour revue

voir (1 1 5)). Récemment. le bevacizumab (Avastin), un anticorps humanisé dirigé
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contre le VEGF-A, en combinaison avec la chimiothérapie a montré un effet

bénéfique supplémentaire sur la survie de patients atteints d’un cancer cotorectal

métastasique, du sein ou ovarien comparativement à la chimiothérapie seule (5).

Ainsi, les malades atteints d’un cancer colorectal métastasique recevant le

bevacizumab et le traitement prescrit ont survécu en moyenne cinq mois

additionnels comparativement aux patients traités avec la chimiothérapie usuelle

(115). D’un autre coté, le Vatalanib, un inhibiteur des trois récepteurs du VEGf

(VEGfR-1,-2 et -3), n’a eu aucun effet additionnel sur la survie des patients dans

le traitement de certains cancers. Les raisons de cet insuccès sont méconnues,

toutefois, il a été suggéré que l’inefficacité du Vatalanib est reliée à son incapacité

d’inhiber la NRP-1, qui peut médier la survie cellulaire (115). Une explication

alternative réside dans la capacité de plusieurs tumeurs à sécréter de multiples

facteurs angiogéniques à la fois. En fait, même si le VEGF-A est un important

médiateur de l’angiogenèse tumorale, il est raisonnable de penser que les tumeurs

empruntent des voies alternatives afin de promouvoir la néovascularisation.

1.4 Les angiopoïétines

Malgré l’importance de son rôle dans l’angiogenèse, le VEGF-A agit de concert

avec d’autres facteurs de croissance dans la formation et la stabilisation des

vaisseaux sanguins. En effet, les premières études cliniques dans le traitement des

membres inférieurs ischémiques avec le VEGF-Af65 ont rapporté l’induction de

vaisseaux collatéraux, mais aussi ta présence d’oedème tissulaire (116, 117). Afin

d’expliquer cette dernière observation, il a été suggéré que les néovaisseaux

étaient perméables et dysfonctionnels (116, 118). Récemment découvertes, les

angiopoïétines 1 et 2 (Angl et Ang2) semblent jouer un rôle complémentaire à
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celui du VEGF-A dans l’angiogenèse (119-121). Les angiopoïétines ont été

découvertes comme des ligands du récepteur tyrosine kinase with immunoglobutin

and epidennal growth factor ttoinology dornains 2 (Tie2), qui est principalement

exprimé à la surface des cellules endothéliales (122).

1.4.1 Structure, localisation et régulation des angiopoiétines

La famille des angiopoïétines est formée de quatre membres, nommés AngI,

Ang2, Ang3 et Ang4, dont les deux première ont été particulièrement bien

caractérisés (123). Les angiopoïétines sont composées d’un domaine amino

terminal hydrophobe responsable de l’oligomérisation suivi par un domaine

coiÏed-coil qui est essentiel à la dimérisation et d’un domaine carboxy-terminal de

type fibrinogène permettant la liaison au récepteur Tie2 (Figure 4A) (120, 121,

123).

En dépit que Angl et Ang2 se lient à Tie2 avec la même spécificité et affinité, les

études initiales ont rapporté qu’Ang2 prévient de façon compétitive la

phosphorylation de Tie2 médiée par Angi suggérant que Ang2 est un antagoniste

endogène de Tie2 (120, 121). Cependant, de récentes études ont montré que

Angi et Ang2 peuvent induire toutes deux, la phosphorylation de Tie2 et

engendrer des activités biologiques similaires (124-130). Par exemple, il a été

rapporté que Ang2 engendre la migration et la survie des CE, la formation de

tubes capillaires 3D ainsi que plusieurs activités proinflammatoires aiguês

indiquant que Ang2 peut agir également comme un agoniste (124-130). Les

raisons sous-jacentes à cet effet bivalent de Ang2 sont peu comprises, mais la

variabilité expérimentale (concentration, stimulation paracrine versus autocrine,
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niveau d’oligomérisation, durée du traitement et type cellulaire) pourrait être en

partie responsable de ces différences.

Chez l’adulte, AngI est exprimée de manière constitutive au niveau de plusieurs

tissus tels que le système nerveux central, tes intestins, les muscles squelettiques,

le pancréas, l’utérus et les ovaires (121). Au niveau cellulaire, AngI est exprimée

par les cellules péri-endothéliales comme les péricytes et les cellules musculaires

lisses agissant de manière paracrine sur les CE (120). Une étude récente a

démontré que l’hypoxie augmente t’ARNm de Angi dans les péricytes, mais non

dans les CE (131). En condition pathologique, l’expression de Angi est

augmentée dans plusieurs types de cancer (pour revue voir (132)).

Comparativement à AngI, Ang2 ainsi que son ARNm sont très peu exprimés en

condition physiologique, mais leur expression est rapidement induite de façon

transitoire dans les zones de remodelage vasculaire telles que les organes

reproductifs de la femme et les tissus en processus de régénération (133, 134).

Principalement localisée dans les cellules endothéliales, l’expression protéique de

Ang2 est induite par l’hypoxie et par des cytokines incluant le VEGF-A165, le

bFGf, le TNF-a et l’angiotensine 11(135-137). De plus, une récente étude a

rapporté que Ang2 est entreposée dans les corps de Weibel-Palade des CE et que,

suite à un stimulus approprié, les corps de Weibel-Palade fusionnent avec la

membrane cytoplasmique relâchant Ang2 (138). En prenant en considération que

Tie2 et Ang2 sont principalement exprimés par les CE, il a été suggéré qu’Ang2

agit rapidement et de manière autocrine pour induire ses activités biologiques
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(139). Dans la majorité des tumeurs, l’expression de Ang2 est accrue et le ratio

Ang2:Angl est augmenté en faveur de Ang2 (132).

En 1999, Valenzuela et cou, ont rapporté l’existence de deux membres

additionnels dans la famille des angiopoïétines, soit Ang3 et Ang4, homologues

retrouvés chez la souris et l’humain, respectivement (123). Ang3 est distribuée

dans presque tous les tissus de la souris, tandis que la distribution de Ang4 est

principalement restreinte aux poumons (123). La stimulation des CE avec une

protéine chimérique de Ang4 a induit la phosphorylation de Tie2, tandis qu’une

chimère de Ang3 a engendré uniquement la phosphorylation de Tie2 dans les

cellules non-endothéliales (123). De plus, un excédant de Ang3 a bloqué

l’activation de Tie2 par Angl. En se basant sur ces observations, Valenzuela et

coil. ont suggéré un rôle agonistique pour Ang4 et antagonistique pour Ang3

(123). Toutefois, en fonction du contexte expérimental (protéine recombinante et

type cellulaire), Ang3 peut agir comme un agoniste modéré de Tie2 (140).

1.4.2 Structure, localisation et régulation des récepteurs Tic

La famille des récepteurs Tie est composée de deux membres, nommé Tiel et

Tie2. Les deux récepteurs ont une structure similaire avec une région

extracellulaire composée de trois boucles apparentées aux immunoglobulines (1g),

de trois domaines de type EGF et de trois segments de type fibronectine situés au

dessus de la membrane cellulaire. Les deux boucles 1g à l’extrémité amino

terminale sont responsables de la liaison aux angiopoïétines (141). La région

intracellulaire des récepteurs Tie est formée de deux domaines dotés d’activités

tyrosines kinases entrecoupés par un segment inter-kinase dépourvu de tyrosine.

En dépit de cette homologie structurale, aucune angiopoïétine ne se lie à Tiel et
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par conséquent, Tiel est considéré comme un récepteur orphelin (Figure 4B).

Cependant, des études récentes suggèrent que le rôle de Tiel est de coopérer et de

moduler l’effet de Tie2 pat l’entremise de leur hétérodimérisation via leur

domaine intracellulaire (119, 141). De plus, ce complexe Tic 1:Tie2 peut être

également régulé par le VEGf, qui induit le clivage de l’ectodomaine de Tiel,

suggérant qu’il existe une interaction entre les récepteurs VEGFR et Tie (142).

Chez la souris adulte, Tiel et Tie2 sont principalement exprimés à la surface des

cellules endothéliales (122). Dans les tissus vascularisés du rat adulte, Tiel a une

vaste distribution, tandis que Tie2 est plus abondant au niveau des poumons et des

glandes surrénales (143). Cependant, il est de plus en plus clair qu’il existe

d’autres populations cellulaires non-endothéliales sur lesquelles Tie2 est exprimé.

Par exemple, Tie2 a été détecté sur les thyrocytes, où son expression est

augmentée dans la goitrogenèse, et sur les cellules du système nerveux, où il a été

suggéré que les angiopoïétines modulent l’apoptose (144, 145). De plus, notre

laboratoire a récemment démontré que Tie2 est exprimé à la surface des

neutrophiles et que son activation induit des activités proinflammatoires (127).

En appui, une équipe de recherche indépendante a montré la présence de Tie2 sur

les neutrophiles (146) mais aussi à la surface membranaire d’un autre

polynucléaire, l’éosinophile (147). finalement, Tie2 a été localisé sur les cellules

souches hématopoïétiques et les cellules endothéliales progénitrices isolées à

partir de la moelle osseuse et son activation promeut l’interaction des cellules

souches hématopoïétiques avec leur microenvironnement et les protègent contre

les agents inducteurs de la myélosuppression (148-150).
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1.4.3 Rôle des angiopoiétineslTie dans l’embryogenèse

Tôt dans l’embryogenèse, les récepteurs VEGFR-2, Tie2 et Tiel sont détectés à

intervalles d’une demi-journée à partir de E7, suggérant que chacun de ces

récepteurs tyrosines kinases jouent un rôle unique dans la vascularisation de

l’embryon de souris (151). L’inactivation du gène Tie2 entraîne une létalité

embryonnaire entre les jours E9,5 et ElO,5 avec d’importants défauts vasculaires

(152). Comparativement aux souris VEGFR-Z’ et VEGf-A, dont l’angiogenèse

est perturbée dans sa phase initiale, les défauts vasculaires présentés par les souris

Tie2’ reflètent une perturbation tardive de l’angiogenèse. En effet, l’analyse des

embryons de souris Tie2 a révélé un réseau vasculaire simplifié, un nombre

élevé de CE apoptotiques et une faible quantité de péricytes recrutés en périphérie

des CE (152, 153).

Quant à Tiel, l’inactivation de son gène entraîne aussi une létalité embryonnaire,

mais plus tardivement que Tie2, soit entre les jours El3,5 et 14,5 (154). Les

embryons de souris Tie1 présentent un défaut vasculaire du développement

caractérisé par des oedèmes et une rupture de microvaisseaux induisant des

hémorragies (154). De façon étonnante, seul les capillaires sont affectés et les

vaisseaux sanguins principaux apparaissent normaux (154). À la lumière de ces

observations, Tiel apparaît essentiel à l’embryogenèse et ce, malgré qu’il soit

toujours un récepteur orphelin.

L’inactivation du gène de Angi produit un phénotype vasculaire similaire à celui

de Tie2 avec un réseau vasculaire immature et une létalité embryonnaire (E12,5)

(155). La surexpression de AngI dans la peau de souris (K14-Angl) supporte
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l’observation précédente puisque ces souris présentent une vascularisation accrue

avec un calibre de vaisseaux plus gros ainsi qu’un nombre de vaisseaux et de

ramifications plus élevé (156). De plus, ces souris transgéniques présentent une

résistance à l’induction de I’hyperperrnéabilité par un agent inflammatoire

indiquant que Angi est impliquée dans la maturation des vaisseaux sanguins et le

maintien de l’intégrité vasculaire (157). Aussi, les embryons des souris AngF’

sont caractérisés par des CE rondes et une diminution des cellules

périendothéliales ainsi que de la matrice extracellulaire suggérant que Angl

favorise l’intégrité vasculaire en partie grâce au recrutement d’un support

endothélial (155).

Tout comme les souris K14-Angl, la peau des souris surexprimant le VEGF-A164

(Ki 4-VEGF-A164) présente une rougeur accrue due à une hypervascularisation du

derme (157). Cependant, les souris K14-VEGF-A164 présentent des signes

d’inflammation aigu tels que l’oedème et l’infiltration leucocytaire (157). Afin

de mieux comprendre le rôle de ces deux facteurs dans l’angiogenèse, des souris

doubles transgéniques pour le VEGF-A164 et Angl ont été générées. Chez ces

dernières, la vascularisation du derme est plus importante que celle retrouvée chez

la souris K14-VEGF-A164 ou K14-Angl, mais elles ne présentent pas les signes

d’inflammation retrouvés chez la souris K14-VEGf-A164. Suite à cette

observation, Thurston et coli. ont suggéré qu’une bithérapie (AngI plus VEGF

A164) pourrait offrir un avantage versus la monothérapie (VEGF-A164) en générant

une angiogenèse accrue avec des vaisseaux stables et non-perméables (157).
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Quant à Ang2, les études de transgenèse ont généré des phénotypes complexes

rendant difficile d’identifier précisément la fonction biologique de Ang2. Une

étude initiale a rapporté que la surexpression de Ang2 induit un phénotype

similaire aux souris TieZ’ et AngF’ (121). En effet, les souris transgéniques

surexprimant Ang2 sont caractérisées par des malformations vasculaires,

cardiaques et une létalité embryonnaire au jour E9,5-EtO,5. Ce phénotype ainsi

que la capacité de Ang2 de bloquer la phosphorylation de Tie2 induite par Angi

sont à l’origine du rôle antagoniste de Ang2. Toutefois, le rôle de Ang2 est plus

complexe comme le démontre I’inactivation de son gène chez la souris (15$). Les

souris AngZ’ sont viables, mais la majorité décèdent vers le 14ième jour. Peu de

temps après s’être alimentés pour la première fois, les souriceaux développent des

ascites chyleuses et des oedèmes causés par des malformations du système

lymphatique. La substitution du gène de Ang2 par celui de Angi a prévenu les

malformations lymphatiques suggérant que Ang2 agit comme un agoniste de Tie2

dans le développement lymphatique. Par ailleurs, l’analyse phénotypique des

souris a révélé que Ang2 est impliquée dans le remodelage vasculaire de la rétine

en induisant la régression et l’initiation de l’angiogenèse. Cependant, ce

phénotype n’a pu être sauvé par la substitution de Ang2 avec Angi. Ces résultats

suggèrent que Ang2 est impliquée tardivement dans l’embryogenèse ainsi que

dans l’angiogenèse postnatale (158).

1.4.4 Fonctions biologiques des angiopoïétines

L’angiopoïétine 1 est considérée comme un facteur angiogénique aux propriétés

anti-inflammatoires, lit vitro, Angi a un effet chimiotactique sur la migration des

CE (159) et induit le bourgeonnement des CE dans un modèle 3D de gel de
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fibrine (160, 161). De plus, AngI favorise indirectement la migration des CE en

interagissant avec les intégrines ci5 situées à la surface endothéliale (162). Ainsi,

d’une manière indépendante à Tie2, AngI sert de support extracellulaire pour la

migration des CE.

Comparativement à son activité chimiotactique sur les CE, l’effet mitogénique de

AngI sur celles-ci est plus controversé. En effet, une étude récente a démontré

que Angi induit la prolifération cellulaire (163), tandis que d’autres équipes de

recherche ont rapporté que Angl a peu ou pas d’effet mitogénique sur les CE

(159, 161, 164, 165). Par conséquent, il semble que des études supplémentaires

soient nécessaires afin de mieux clarifier le rôle de Angi sur la prolifération des

CE. Par ailleurs, Angi agit comme facteur de survie cellulaire en présence d’une

variété de stimuli proapoptotiques en inhibant les caspases-3, -7 et-9 (166-170).

Outre ses effets proangiogéniques, il a été montré que Angi a un effet bénéfique

sur le traitement dc plusieurs conditions pathologiques comme l’arthrite

rhumatoïde, l’oedème, la septicémie et l’athérosclérose (157, 171-173). L’aspect

bénéfique de Angi dans ces maladies semble être médié par ces propriétés anti

inflammatoires. En effet, de récentes études ont rapporté que Angi favorise le

recrutement à ta jonction interendothéliale de pÏatetet endothelial ceil adhesion

molecute-] (PECAM-l) et atténue la phosphorylation de la vascutar endothetial

(VE)-cadhérine augmentant ainsi la stabilité des jonctions endothéliales (174). De

plus, Angi réduit l’adhésion chronique des neutrophiles aux CE induite par les

cytokines proinflammatoires incluant le VEGF-A165 et le tuinor necrosis factor a
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(TNFŒ) en atténuant l’expression des molécules d’adhésion (VCAM-I, ICAM-1

et E-sélectine) (171, 174).

D’autre part, notre laboratoire a montré que Angi possède des activités

proinflammatoires aigus. En effet, la stimulation des CE avec Angi a induit la

synthèse endogène du PAF, la translocation endothéliale de la P-sélectine et

l’adhésion transitoire et rapide des neutrophiles aux CE (127, 12$). De plus, la

stimulation des neutrophiles avec Angi a engendré la synthèse du PAF,

l’activation de la 32-intégrine (CD 1$) et l’adhésion transitoire des neutrophiles à

la matrice extracellulaire (127). Une équipe de recherche indépendante a

également rapporté que Angi induit la migration dirigée des neutrophiles et des

éosinophiles (146, 147), une autre composante de la réponse inflammatoire aigu.

Il est intéressant de noter que Angi a inhibé l’activité chimiotactique du VEGF-A

sur les neutrophiles et les éosinophiles supportant l’hypothèse que l’effet net des

angiopoïétines dépend en partie de la présence additionnelle de facteurs de

croissance, particulièrement du VEGF-A.

Dans certains modèles in vitro, AngI et Ang2 possèdent des activités biologiques

similaires. Tout comme AngI, il a été démontré que Ang2 engendre la migration

orientée des cellules endothéliates, des neutrophiles et des éosinophiles (125, 146,

147). Aussi, Ang2 supporte directement l’adhésion des CE par l’entremise des

intégrines a5 et la formation de structures tubulaires (125, 162). Toutefois, seul

Ang2 a stimulé la migration des cellules endothéliales progénitrices (EPC) et leur

adhésion aux CE (175). Compte tenu que chez l’adulte Ang2 est présent presque

exclusivement aux sites de néovascularisation, il a été suggéré que Ang2 pourrait

contribuer à l’angiogenèse en recrutant les EPC aux sites de néovascularisation.
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De plus, l’angiopoïétine-2 prévient l’apoptose et promeut la survie des CE (124,

176).

Les corps de Weibel-Palade contiennent des facteurs de la cascade de coagulation

(le facteur de von Willebrand, le facteur XIIIa et tissue ptasminogen activator

(tPA)), des médiateurs de la réponse inflammatoire aiguè (Il-8, la P-sélectine et

l’éotaxine) et des vasomodulateurs (endothéline 1, enzyme de conversion de

l’endothéline et le calcitonin-geize-relatedpeptide) (177). Récemment, Fiedler et

cou, ont rapporté que Ang2 est également emmagasinée dans les corps de Weibel

Palade et que Ang2 co-localise avec le facteur de von Willebrand, mais pas avec

la P-sélectine (138). Le facteur de von Willebrand est un élément clé de la

cascade de coagulation et sa co-localisation avec Ang2 laisse croire que cette

dernière pourrait avoir un rôle dans le maintien de l’homéostasie vasculaire. En

effet, de récentes données suggèrent que Ang2 a des propriétés inflammatoires

similaires à celle du VEGf-A165. Roviezzo et coll. ont rapporté que Ang2 induit

une augmentation de la perméabilité vasculaire et le recrutement des neutrophiles

iii vivo chez la souris (126). En accord avec cette dernière observation, Ang2

promeut in vitro la migration des neutrophiles (146). Par contre, Ang2 atténue

l’infiltration des leucocytes engendrée par le zymosan, un exemple

supplémentaire de l’effet bivalent de Ang2 (126). Quant à son effet sur la

perméabilité vasculaire, il a été suggéré que Ang2 emprunte la même voie

intracellulaire que le VEGF-A165 tel que démontré par l’absence d’un effet additif

lorsque le VEGf-A165 et Ang2 sont injectés simultanément à leurs concentrations

maximales (126).
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Par ailleurs, une étude récente a montré qu’Ang2 sensibilise les CE à répondre

aux médiateurs inflammatoires (178). En effet, les souris Ang2’ ont été

incapables de générer une réponse inflammatoire aigué suite à une injection de

thioglycollate ou de staphylococcus aureus, des médiateurs du recrutement

leucocytaire. L’analyse des mécanismes de l’infiltration leucocytaire dans les

souris Ang2 a révélé une défaillance dans l’adhésion ferme des leucocytes aux

CE. Ang2 favorise l’expression de ICAM-1, VCAM-l et E-sélectine en

sensibilisant les CE à répondre aux cytokines proinflammatoires incluant le TNF

a (178). L’ensemble de ces observations ouvre plusieurs perspectives

intéressantes quant au rôle de Ang2 dans le maintien de l’homéostasie vasculaire.

Comparativement aux angiopoïétines I et 2, la fonction biologique des

angiopoïétines 3 et 4 a été relativement peu étudiée et, à ce jour, aucune étude

d’inactivation génique n’a été réalisée. Toutefois, il a été rapporté que Ang3 et

Ang4 stimulent l’angiogenèse dans le modèle de la cornée chez la souris et que

toutes deux sont capables d’induire la phosphorylation de Tie2 dans les CE de

souris et d’humains, respectivement (140).

1.4.5 Signalisation induite par les récepteurs Tic

Règle générale, la signalisation des récepteurs tyrosines kinases est initiée par la

dimérisation du récepteur médiée par te ligand suivie d’une autophosphorylation

de certains résidus tyrosines, qui servent de poste d’ancrage pour des protéines

d’échafaudage. Des résultats récents ont montré que la stimulation des CE avec

Angi induit la phosphorylation du résidu Y1 108 de Tie2 et le recrutement de

downstream-of-kinase-related (Dok-R), qui à son tour est phosphorylé (179).
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Ensuite, la forme phosphorylée de Dok-R mobilise d’autres protéines de

signalisation cellulaire incluant p21-activated kinase (PAK) et la protéine

adaptatrice Nck. De plus, Master et colI. ont montré que la surexpression de PAK

dans les CE augmente la motilité cellulaire endothéliale (179).

De plus, AngI induit te recrutement dc la sous-unité régulatrice de la PI3K (p85)

au résidu phosphorylé Yl 102 de Tie2 entraînant l’activation de la sous-unité

catalytique de la PI3K (pi 10) et subséquemment, l’activation de Akt (133).

L’inhibition pharmacologique de la PI3K a révélé sa contribution essentielle à

plusieurs des activités biologiques médiées par AngI et Ang2 incluant la survie

cellulaire (164, 176, 180), la migration des CE (125, 181) et la formation de

tubules 3D (125, 182). Outre Akt, il a été démontré que la PI3K peut activer la

fAK, eNOS, RhoA, Rad, p38 et p42!44 MAPK (160, 182-184) et inhiber le

facteur dc transcription proapoptotique forkhead (FKHR) (167). AngI peut

également activer p42144 MAPK par la voie ras-dépendante (185) via la

mobilisation de Grb2 au résidu Yl 102 de Tie2 (186). Aussi, l’inhibition de la

p42!44 MAPK réduit l’effet migratoire et anti-apoptotique de Angl sur les CE

(184, 1 85). De plus, de récentes données rapportées par notre laboratoire ont

montré que la stimulation des BAEC avec des concentrations modérées de Ang2

induit la phosphorylation de Akt, p38 et p42144 MAPK d’une manière similaire à

AngI (128). En appui, Harfouche et cou, ont rapporté que ces voies

intracellulaires sont également activées par Ang2 dans les HUVEC (176).

Par ailleurs, la phosphorylation du résidu Y1 113 de Tie2 par AngI permet le

recrutement de A20 binding inhibitor of NF-KB activation-2 (ABIN-2), qui sert de
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protéine régulatrice du facteur de transcription NF-KB (187). Aussi, il a été

démontré qu’Angl peut activer les signal transdttcers and activators of

transcription factor-3 (STAT-3) et factor-5 (STAT-5) (188). De plus, plusieurs

autres protéines pouvant s’associer à Tie2 ont été identifiées, mais dont les

implications fonctionnelles n’ont pas encore été déterminées (Figure 5).

1.4.6 Rôle des angiopoïétines dans l’angiogenèse tumorale et avenues

thérapeutiques

L’angiogenèse est un processus finement régulé présent tors de la réparation

tissulaire, du cycle menstruel et du cancer, où les facteurs pro- et anti

angiogéniques peuvent être relâchés par les cellules cancéreuses, stromales,

endothéliales et sanguines ainsi que par la matrice extracellulaire (189). Ces

facteurs sont à la base de l’hypothèse de la transition angiogénique émise par

Hanahan et Folkman (190). Ces derniers ont proposé que la transition

angiogénique, qui apparaît généralement tôt dans le développement tumoral, est

un phénotype que doit acquérir une tumeur pour se développer. De plus, ils ont

suggéré que la transition est gouvernée par la balance entre les facteurs pro- et

anti-angiogéniques. Il est maintenant accepté que la néovascularisation survient

avant l’expansion clonale rapide associée au développement de tumeurs

macroscopiques (190, 191).

Tanaka et coIl. ont rapporté que l’Ang2 contribue à la transition angiogénique des

tumeurs (192). Ces derniers ont suggéré que Ang2 déstabilise



3$

Figure 5: Représentation schématisée des voies de signalisation induites par
l’activation de Tie2. La liaison d’Angl ou Ang2 induit la dimérisation du
récepteur Tie2 et l’autophosphorylation de certains résidus tyrosine, qui permet
l’activation de la PI3K. Cette dernière induit à son tour l’activation d’Akt et de
RhoA!Racl impliqués dans la motilité et la migration cellulaire. La PI3K peut
aussi activer la FAK et la eNOS associées au bourgeonnement des vaisseaux
sanguins. De plus, la survie cellulaire est médiée par p42144 MAPK activée par
via la PI3K et la voie Grb2/Ras/Raf. finalement, une partie des effets anti-
inflammatoires de Angi est due à sa capacité d’inhiber le facteur de transcription
NFicB (adaptée de (133)).
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les vaisseaux sanguins en induisant la perte des péricytes. Cette dénudation des

vaisseaux, qui étaient au préalable quiescents, a pour effet de rendre les vaisseaux

sensibles à l’effet des autres facteurs angiogéniques incluant le VEGF-A (191).

Quant à Angi, son rôle est moins clair dans l’angiogenèse tumorale.

L’expression de Angl est augmentée dans plusieurs tumeurs incluant les

glioblastomes (193-195), le cancer broncho-pulmonaire non à petites cellules

(196-198) et dans certains cancers ovariens (199, 200). Toutefois, Hawighorst et

colt, ont découvert que la surexpression de Angi dans un carcinome épidermoïde

réduit de 70% la masse tumorale qui est caractérisée par peu de vaisseaux et ceux-

ci présentent un phénotype plus mature dû à un nombre élevé de péricytes (201).

L’explication de cette contradiction apparente réside dans la notion du switch

angiogénique. En effet, à l’aide d’une méta-analyse, Tait et Jones ont observé une

variation imprévisible de la quantité de Angi et Ang2 parmi les études et les types

de cancer, mais ils ont rapporté une constance dans le ratio Ang2:Angl, qui est

augmenté dans la grande majorité des études supportant le concept de la transition

angiogénique (132). Ainsi, une quantité plus élevée de Ang2 comparée à Angi

entraîne une néovascularisation rapide et une tumeur plus proliférative et plus

agressive, tandis qu’un ratio peu élevé induit une angiogenèse plus modérée et

une tumeur moins invasive. Finalement, si la quantité d’Angl est supérieure à

cette de Ang2 les tumeurs sont moins grosses et peu vascularisées (191).

Malgré le potentiel promoteur de Ang2 comme cible thérapeutique, à ce jour,

aucun composé anti-angiogénique ciblant Ang2 n’a encore été rapporté dans la

littérature. Toutefois, Tournaire et coil. ont rapporté que la courte séquence
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peptidique NLLMAAS peut inhiber la liaison de Ang2 à Tie2 mais interfère aussi

avec la liaison de AngI au récepteur Tie2 (202). La difficulté d’inhiber

sélectivement Ang2 versus AngI réside en partie dans le fait qu’elles possèdent la

même affinité et spécificité envers Tie2 (121). Aussi, l’utilisation d’un anticorps

envers Ang2 apparaît plus prometteur tel que l’Avastatin pour le VEGF-A. Par

ailleurs, il est possible de tirer avantage du fait que Ang2 apparaît de façon

précoce sur l’endothélium perturbé par les cellules tumorales adjacentes. Ainsi,

l’utilisation d’un anticorps marqué et dirigé contre Ang2 pourrait servir de vecteur

pour visualiser et repérer les tumeurs ou métastases non détectables ainsi que pour

augmenter l’acuité de la chimiothérapie.

1.5 L’inflammation et l’angiogenèse

Il est maintenant reconnu que l’angiogenèse et l’inflammation sont deux

phénomènes mutuellement dépendants l’un de l’autre tant au niveau

physiologique (réparation tissulaire) que pathologique (cancer, psoriasis et arthrite

rhumatoïde) (203). Les tissus présentant une inflammation contiennent une

quantité importante de cellules inflammatoires qui stimulent l’angiogenèse en

relâchant des facteurs de croissance. D’autre part, la formation de nouveaux

vaisseaux permet le maintien de l’inflammation en acheminant de nouvelles

cellules inflammatoires et un apport accru en oxygène et nutriments (203). De

fait, dans les modèles expérimentaux d’arthrite rhumatoïde, l’inhibition de

l’angiogenèse atténue l’inflammation et à l’inverse, les inhibiteurs de la

cyclooxygénase-2 (COX-2) ainsi que les anti-inflammatoires non-stéroïdiens

(AINS) réduisent l’angiogenèse supportant la notion de codépendance entre

I’ angiogenèse et l’inflammation (204).
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1.5.1 La réponse inflammatoire

La réaction inflammatoire se divise principalement en deux catégories: la réponse

inflammatoire aigu et la réponse inflammatoire chronique. Causée par une

persistance de l’étiologie (bactérie, virus, réaction auto-immune), l’inflammation

chronique succède à l’inflammation aiguê et conduit à plusieurs pathologies

incluant l’arthrite rhumatoïde, le psoriasis, l’athérosclérose et la maladie de Crohn

(205). Ces maladies sont caractérisées par une infiltration de leucocytes

(monocytes/macrophages, lymphocytes et plasmocytes), une destruction tissulaire

causée en partie par la relâche de métalloprotéases qui induisent la dégradation de

la matrice interstitielle et une réparation tissulaire continuel (angiogenèse, fibrose

et prolifération des fibroblastes).

L’inflammation aigu est définie comme la réponse physiologique locale d’un

tissu à une agression (bactérie, brûlure, ischémie) et elle se manifeste par une

rougeur, une tuméfaction, une sensation de douleur et de chaleur ainsi qu’à

l’occasion par une perte de la fonction de l’organe. L’inflammation aigu est

orchestrée par de nombreux médiateurs inflammatoires qui peuvent être d’origine

exogène (produits dérivés des bactéries et virus) ou endogène (cytokines,

chimiokines et prostaglandines). Suite à l’agression, une première vague de

médiateurs inflammatoires incluant le PAF, l’histamine, I’ATP, la bradykinine

sont relâchés engendrant une vasodilatation et une augmentation de la

perméabilité microvasculaire. Ces deux phénomènes induisent un accroissement

de la pression hydrostatique et la formation d’oedème tissulaire. D’autre part,

l’activation de l’endothélium par les médiateurs inflammatoires permet le

recrutement de neutrophiles qui émigrent vers le site extravasculaire sous l’effet
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de facteurs chimioattractants. Par la suite, s’il s’agit d’une infection bactérienne,

les neutrophiles phagocytent l’agent microbien permettant ainsi la résolution de la

réaction inflammatoire aigu. Par contre, si cette dernière n’est pas résolue, elle

se transforme en réaction inflammatoire chronique avec l’apparition de cellules

mononuclées et l’établissement d’une boucle pernicieuse alternant entre

réparation et destruction tissulaire.

1.5.2.1 L’hyperperméabilité microvasculaire

Après une blessure thermique ou chimique à la peau, la perméabilité vasculaire

augmente pour une phase initiale de 15 à 20 minutes, qui est suivie par une courte

pause avant d’augmenter à nouveau pour plusieurs heures (206). Cependant, le

type de réponse varie grandement en fonction de l’espèce animale, de l’organe et

du stimulus affectant le tissu. Les médiateurs proinflammatoires comme

l’histamine, la bradykinine, le PAF et le VEGF-A165 induisent une

hyperperméabilité similaire à la phase initiale décrite ci-dessus. À l’aide de la

microscopie électronique, Majno et Palade ont montré que l’augmentation de la

perméabilité médiée par l’histamine et la sérotonine est restreinte aux veinules

(207, 208). En accord avec la précédente observation, d’autres études ont

rapporté que le VEGF-A165, l’histamine, la sérotonine et la bradykinine induisent

l’apparition de fenestrations au niveau des veinules post-capillaires (36, 209).

À partir de l’étude initiale de Majno et Palade, il a été suggéré que les

fenestrations observées sont le résultat de la formation d’espaces intercellulaires

due au relâchement des jonctions interendothéliales (20$). En complément à cette

hypothèse, Majno et Palade ont proposé que les espaces intercellulaires sont
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générés par la contraction des CE les éloignant ainsi l’une de l’autre (210).

D’autre part, Dvorak et coll. ont également rapporté que le VEGF-A165,

l’histamine et la sérotonine augmentent la perméabilité vasculaire par une route

transcellulaire via les organelles vésiculovacuolaires (38). Toutefois, cette

hypothèse a été peu approfondie au niveau moléculaire comparativement à celle

liée aux espaces intercellulaires. Ainsi, il est généralement accepté que

l’hyperperméabilité induite par les médiateurs inflammatoires est générée suite à

la relâche des jonctions endothéliales combinée à une contraction des CE, bien

que les deux hypothèses ne sont pas exclusives.

1.5.2.2 Les jonctions interendothéliales

Les deux principaux types de jonctions endothéliales sont les jonctions adhérentes

et les jonctions serrées. L’organisation des jonctions endothéliales varie tout au

long de l’arbre vasculaire en fonction des besoins tissulaires. Par exemple,

l’endothélium des veinules post-capillaires, qui permet un échange dynamique

entre le milieu vasculaire et interstitiel, est composé principalement de jonctions

adhérentes. À l’opposé, les CE de la barrière hématoencéphalique, qui requiert

une étanchéité quasi complète, sont riches en jonctions serrées (211-214) (Figure

6).

Les jonctions serrées (zona occludens) sont localisées à l’apex des cellules

épithéliales et endothéliales où elles forment une bande continue tout autour qui

assure l’étanchéité. Les jonctions serrées sont formées de trois protéines

extracellulaires: l’occludinc, les claudines et la jtmctionaÏ adhesion molectile

(JAM).
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plakoglobine. La -caténine et la plakoglobine s’associent à 1’Œ-caténine, qui à
son tour se lie au cytosquelette d’actine. Ces liaisons permettent l’ancrage de la
jonction adhérente au cytosquelette. L’occludine et les claudines sont des
protéines transmembranaires des jonctions serrées. Ces dernières sont fermement
ancrées au cytosquelette via les protéines de la famille des zona-occludens
(adaptée de (211)).

Figure 6 : Organisation structurale des jonctions adhérentes ainsi que des
autres protéines de la jonction interendothéliale. La VE-cadhérine est une
protéine transmembranaire des jonctions adhérentes. Par l’entremise de sa portion
cytoplasmique, la VE-cadhérine est liée à la f3-caténine, la p120 et la
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L’occludine et les claudines, qui composent une famille d’au moins 24 membres,

sont responsables de l’étanchéité des jonctions serrées, tandis que JAM est

impliquée dans ta transmigration des leucocytes au travers de la monocouche

endothéliale (212, 215). L’occludine et les claudines sont reliées au cytosquelette

par plusieurs familles de protéines dont la mieux caractérisée est celle de la zonula

occludens (ZO-1) (pour revue voir (212)). De récentes études ont montré que les

jonctions serrées participent à la polarisation des CE et à la perméabilité

paracellulaire (212). En effet, il a été démontré que la combinaison de

l’interféron-y et du TNF-a augmente la perméabilité vasculaire suite à un

réarrangement des jonctions serrées (216). Cependant, la faible expression des

protéines de la jonction serrée dans les veinules post-capillaires (212), lieu

principal de l’hyperperméabilité, laisse croire que les jonctions serrées ont un rôle

marginal dans ce phénomène.

La VE-cadhérine, principale composante des jonctions adhérentes, est responsable

de l’interaction cellule-cellule via la liaison homophilique de son domaine

extracellulaire (217). La partie carboxy-terminale de la VE-cadherine se lie à des

protéines intracellulaires, incluant la f3-caténine, la plakoglobine. Ces dernières

par l’intermédiaire de leur liaison à l’Œ-caténine permettent l’ancrage de la VE

cadherine au cytosquelette d’actine stabilisant les jonctions interendothéliales. La

partie intracellulaire de la VE-cadherine peut également s’associer à la p120, qui

ne peut cependant lier l’a-caténine (212).

Récemment, il a été suggéré que la phosphorylation des protéines de la jonction

adhérente contribue à l’apparition des fenestrations dans l’endothélium. En effet,
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la stimulation d’une monocouche de CE avec les médiateurs inflammatoires

(VEGF-A165, PAF, thrombine, histamine, TNF-u) induit la phosphorylation de la

partie intracellulaire de la VE-cadhérine ainsi que des composantes intracellulaires

de la jonction adhérente (37, 2 18-220).

De plus, la phosphorylation de la VE-cadhérine est accompagnée d’une

augmentation de la perméabilité vasculaire (37) et dans certains cas, par la

redistribution de la VE-cadhérine à partit de la jonction cellulaire (219, 221, 222).

D’un autre coté, plusieurs études ont rapporté que la VE-cadhérine reste à la

jonction cellulaire malgré une augmentation de la perméabilité vasculaire (37,

218). Néanmoins, dans tous les cas, la VE-cadhérine et la f3-caténine sont

dissociées de leur ancrage au cytosquelette (223, 224).

Par ailleurs, les jonctions adhérentes sont aussi impliquées dans plusieurs autres

fonctions endothéliales. Premièrement, la VE-cadhérine contribue à l’inhibition

de contact entre les CE et l’arrêt de la prolifération des CE nécessaires à la

formation d’une monocouche (225). D’une manière étonnante, la VE-cadhérine

est aussi impliquée dans la survie cellulaire induite par le VEGF-A165/VEGFR-2

en amplifiant l’activation de la voie antiapoptotique PI3KIAkt (226). Finalement,

en étroite collaboration avec le VEGFR-2, la VE-cadhérine agit à titre de senseur

des forces de cisaillement (227).

1.5.2.3 Contraction endothéliale

Outre la relâche des jonctions interendothéliales, l’hyperperméabilité est médiée

par la contraction des CE, un mécanisme demandant l’interaction entre la myosine
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et l’actine. Au niveau cellulaire, la contraction endothéliale se manifeste par la

réorganisation de l’actine corticale, la polymérisation de l’actine en fibres de

stress et l’association de la myosine non musculaire à l’actine. Ce dernier élément

requiert la phosphorylation de la sous-unité régulatrice de la chaîne légère de la

myosine (MLC), qui induit un changement de conformation dans la myosine

favorisant le glissement de la tête de myosine le long de l’actine.

La phosphorylation de la sous unité régulatrice de la MLC résulte, d’une part, de

sa phosphorylation directe par la ,nvosin light chain kinase (MLCK), et, d’autre

part, de l’inhibition de la inyosin phosphatase type J (PPIM) par la voie de Rho

kinase (22$, 229). Ces deux évènements sont sous le contrôle de deux voies

distinctes. L’activation de la MLCK est médiée par le complexe

calcium/calmoduline etiou par p6Ostc. Quant à Rho kinase, celle-ci est activée en

amont par RhoA. La contribution relative des deux voies signalétiques conduisant

à la phosphorylation de la sous-unité régulatrice de la MLC n’est pas encore bien

comprise. En effet, l’inhibition de la MLCK ou de la RhoA atténue de façon

similaire l’augmentation de la perméabilité induite par la thrombine (230, 231).

Par ailleurs, il est reconnu que l’adénosine monophosphate cyclique (AMPc)

inhibe la contraction endothéliale et par conséquent, favorise l’intégrité vasculaire

(206). En effet, plusieurs études ont rapporté que l’AMPc et son effecteur

principal, la protéine kinase A (PKA), protègent contre l’augmentation de la

perméabilité induite par la thrombine, le plzorbot inyristate acetate (PMA) et le

lipopolysaccharide (23 1-234). Il a été démontré que l’AMPc/PKA agit en

inhibant la myosine par l’entremise de la MLCK et la phosphorylation de ta VE
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cadhérine (231). Aussi, les agents activant la voie AMPc/PKA peuvent inhiber la

fonnation des fibres de stress et l’activation de la Rho kinase (235) et réduire

ainsi, la perméabilité vasculaire induite par l’histamine, la bradykinine et le PAF

(236).

1.5.2.3 Rôle du monoxyde d’azote

Le monoxyde d’azote (NO), un médiateur soluble de faible poids moléculaire est

impliqué dans une multitude de processus physiologiques et pathologiques,

incluant l’angiogenèse, l’agrégation ptaquettaire, le tonus vasculaire et la

perméabilité vasculaire (237). Le NO est généré par la famille des nitric oxide

synthase (NOS), qui est composée de trois isoformes, la NOS neuronale (nNOS),

la NOS inductible (iNOS) et la NOS endothéliale (eNOS). La eNOS et la nNOS

sont exprimées de façon constitutive et leur activité enzymatique est régulée par le

Ca2 intracellulaire et par l’état de phosphorylation (76, 238, 239). De plus,

l’interaction de la eNOS avec la calmoduline et la calvéoline-1 affecte son

activation (75, 240). Quant à la iNOS, son expression est induite en condition

inflammatoire chronique (heures) dans les cellules musculaires, endothéliales et

immunitaires (241). En condition inflammatoire aigue (minutes), la eNOS est

impliquée dans l’hyperperméabitité vasculaire induite par plusieurs médiateurs

inflammatoires. En effet, l’inhibition pharmacologique de la eNOS et son

inactivation génique chez les souris atténuent la perméabilité vasculaire induite

par l’histamine, l’ADP, la bradykinine, les ionophores, l’ATP, le PAF et le

VEGF-A165 (206). L’action proinflammatoire du NO semble être médiée par

l’activation de la guanylate cyclase, une enzyme sensible au NO qui génère de la

guanosine monophosphate cyclique (GMPc) (242, 243). Les cibles moléculaires
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de la voie NO/GMPc sont peu connues, mais il a été suggéré qu’une partie des

effets pourrait être médiée par la protéine kinase G (PKG), une kinase dépendante

du GMPc (244). D’un autre coté, il a été proposé que l’augmentation du GMPc

stimule la phosphodiesterase II, qui dégrade l’AMPc et ainsi, diminuerait l’effet

stabilisateur de la voie AMPcIPKA sur l’intégrité vasculaire (206, 245).

1.5.2.4 Le PAF, médiateur inflammatoire

Identifié à partir d’extraits de leucocytes de lapin capable d’activer la fonction

plaquettaire, le PAF est maintenant considéré comme un médiateur lipidique

d’une multitude d’activités biologiques. Le PAF est produit par les cellules

endothéliales, les leucocytes ainsi que d’autres cellules et agit comme un puissant

médiateur de la réponse inflammatoire aigu. Via ses récepteurs endothéliaux

membranaires ou intracellulaires, le PAF induit une augmentation de la

concentration calcique intracellulaire, la contraction des cellules et la relâche des

jonctions endothéliales menant à l’hyperperméabilité (246-249). Un nombre

grandissant d’évidences indique que le PAF participe à l’angiogenèse. Par

exemple, in vitro, le PAF induit la migration des CE et la formation de tubes

capillaires (246, 250). De plus, il a été rapporté que le PAF promeut la

néovascularisation dans la cornée de souris, et ce, suite à l’induction d’une

synthèse de VEGF (251).

De plus, il a été rapporté que le PAF joue un rôle important dans les fonctions

biologiques du VEGF-A. En effet, les docteurs Sirois et Edelman ont démontré

que le prétraitement des rats avec un antagoniste du PAF prévient l’exudation des

protéines plasmatiques induite par le VEGf-A165 (252). De plus, ces derniers ont
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rapporté que la stimulation des CE avec le VEGF-A165 induit une synthèse de

PAF (252). Des études subséquentes réalisées par notre laboratoire ont permis

d’identifier les voies de signalisation impliquées dans la synthèse du PAF (66,

105, 253-256). Le VEGF-A165 par l’entremise du complexe VEGFR-2/NRP-1

active la voie de remodelage aboutissant à la synthèse de PAF. Suite à

l’activation du complexe VEGFR-2/NRP-l, les voies p38 et p42144 MAPK sont

activées et forment un complexe multiprotéique avec la niitogen-and stress

activated protein kinase-l (MSKI) et la phospholipase A2 de type V permettant la

synthèse du PAF (Figure 7). Il est à noter que le PAF peut être également généré

par une voie de novo, mais cette dernière n’est pas impliquée dans la synthèse de

PAF induite par le VEGF-A165 (257). En appui à la découverte initiale réalisée

par Sirois et Edelman, un autre groupe de recherche a rapporté que la synthèse

endothéliale de PAF est essentielle à l’angiogenèse tumorale induite par le VEGF

A165 supportant l’hypothèse que le PAF est un médiateur des effets

inflammatoires du VEGF-A165 (25$). En accord avec cette hypothèse, Rollin et

colI. ont rapporté que la translocation de la P-sélectine à la surface endothéliale et

l’adhésion subséquente des neutrophiles induite par le VEGF-A165 sont médiées

par la synthèse endothélialc du PAF (43) (Figure 7).

1.5.2.5 La cascade de l’infiltration leucocytaire

Les neutrophiles sont les leucocytes tes plus abondants et les premières cellules

immunitaires retrouvées au foyer d’infection. L’infiltration leucocytaire vers le

tissu enflammé est initiée par le roulement des neutrophiles à la surface de

l’endothélium activé. En réponse aux médiateurs inflammatoires, les molécules

d’adhésion sont exprimées à la surface des CE et des leucocytes favorisant
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VEGF-A

Lyso-PAF PAF

Figure 7: Représentation schématisée de la synthèse endothéliale de PAF
induite par le VEGF-A165. La stimulation du VEGFR-2/NRP- 1 par le VEGF
A165 entraîne l’activation des voies p42744, p38 MAPK et la sPLA2-V, qui
forment un complexe multiprotéique avec la MSK1. Par la suite, sPLA2-V génère
du lyso-PAF, qui, par la suite est converti en PAF suite à l’action de la lyso-PAF
acétyle transférase (adaptée de (253)).

Membrane

)
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l’adhésion transitoire des leucocytes à l’endothélium. Cette première étape est

principalement médiée par la famille des sélectines; L-sélectine (CD62L),

exprimée de manière constitutive par les leucocytes; la E-sélectine (CD62E), dont

l’expression endothéliale est induite par les médiateurs inflammatoires; et la P

sélectine (CD62P), entreposée dans les granules Œ des plaquettes et dans les corps

de Weibel-Palade des CE. Les sélectines interagissent avec leurs ligands

oligosaccharidiques, i.e. CD34 pour CD62L, E-seÏectin glvcoprotein tigaizd-1

(ESGL-l) pour CD62E et P-selectin glvcoprotein tigand-1 (PSGL-1) pour

CD62P. Cette captation lâche des leucocytes à la surface endothéliale facilite leur

activation et leur adhésion à la surface des veinules post-capillaires. De plus, la

diapédèse des neutrophiles requiert la contribution additionnelle de ptatelet

endothelial adhesion motectde-] (PECAM- I) (pour revue voir (259)).

L’adhésion ferme et la diapédèse des leucocytes sont dépendantes de l’activation

des intégrines leucocytaires et de l’expression des molécules d’adhésion

apparentées aux immunoglobulines à la surface endothéliale. Les leucocytes

activés par les médiateurs inflammatoires (IL-8, PAF et LPS) expriment à leur

surface un hétérodimère formé de la 32-intégrine (CDI8) en association avec

l’intégrine Q ou Œ. Le principal ligand de la 32-intégrine activée est la famille

de molécules d’adhésion apparentées aux immunoglobulines (ICAM), qui est

formée de ICAM-1, ICAM-2 et TCAM-3. L’importance de l’interaction entre la

2-intégrine et ICAM-1 ,-2 et -3 est illustrée par les individus présentant un déficit

génique pour la 32-intégrine (Leukocyte adhesion deficiency, LAD-1) qui

souffrent d’infections graves et répétées dues à un défaut de recrutement des

neutrophiles aux sites infectieux (pour revue voir (260)) (Figure 8).
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1.5.2.6 La migration leucocytaire

Une variété de cellules possèdent la capacité de répondre et de migrer en direction

d’un agent chimioattactant. Ce phénomène est essentiel pour une multitude de

processus incluant l’angiogenèse, la croissance neuronale, la réparation tissulaire

et l’embryogenèse. Ce phénomène est bien illustré par la réponse chimiotactique

des neutrophiles, qui migrent vers le site de l’inflammation. Lorsqu’ils sont

exposés à un gradient d’agent chimioattractant, les neutrophiles se déplacent grâce

à l’extension de pseudopodes accompagnée de la contraction et dc la rétraction de

la partie postérieure. Ce mouvement, dit amoeboïde, fait intervenir l’action

concertée de plusieurs voies de signalisation permettant d’atteindre des vitesses

allant jusqu’à 20 tm à la minute (261). Une autre caractéristique importante de la

migration des neutrophiles réside dans le fait qu’ils répondent aux substances

chimioattractantes en migrant d’un endroit avec une faible concentration de

chimioattractants (i.e. la bordure des vaisseaux sanguins) vers un emplacement,

où la concentration est plus élevée (i.e. le foyer d’infection ou d’inflammation).

Cette migration orientée, nommée chimiotaxie, permet aux neutrophiles de

localiser rapidement un site d’infection afin d’y phagocyter l’agent microbien.

1.5.2.7 Les facteurs chimioattractants

La migration des neutrophiles peut être engendrée par une variété de composés de

provenance endogène et exogène. De plus, les composantes des agents infectieux

tels que les endotoxines et l’ARN double brin engendrent une vague de facteurs

formés de cytokines pro-inflammatoires (interleukine-lr3 (IL-l3) et TNF-a) et de

chimiokines. À leur tour les cytokines induisent la synthèse additionnelle de
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facteurs chimioattractants (PAF, leucotriènes et chimiokines) générant une boucle

d’ amplification inflammatoire (262).

Les chimiokines (chimiotactiques cytokines) sont de petites protéines liant

l’héparine et dirigeant, par l’entremise de leur récepteur à 7 domaines

transmembranaires, le mouvement des leucocytes au site d’inflammation. À ce

jour, plus 50 chimiokines ont été identifiées et regroupées en quatre familles. La

famille la plus nombreuse est composée de chimiokines CC, nommées ainsi car

les 2 premières de quatre cystéines sont adjacentes l’une à l’autre. Les membres

les plus connus sont le monocyte chemoattractant protein I (MCP- I; CCL2), le

macrophage inflammatorv proteiit-Ia (MIP-Ju; CCL3) et RANTES (CCL5), qui

agissent sur les éosinophiles, les monocytes, les basophiles et les lymphocytes T

(263).

Les chimiokines CXC forment la seconde famille et possèdent un acide aminé

entre les deux premières cystéÏnes. L’interleukine 8 (CXCL8) est un prototype de

cette famille et, comme la majorité des CXCL, attire les neutrophiles aux sites

d’inflammation aigu (263). De plus, CXCL8 est une chimiokine à caractère

proinflammatoire qui induit l’hyperperméabilité microvasculaire et l’adhésion des

neutrophiles et des monocytes à la surface endothéliale (264, 265).

La troisième famille, CX3C, dont les deux premières cystéines sont entrecoupées

de trois résidus, est formée d’un seul membre, la fractalkine (266). Cette dernière

a pour particularité d’agir comme molécule d’adhésion lorsqu’elle est liée à la

membrane plasmique des CE et, comme agent chimioattractant quand elle est
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clivée (267, 268). Quant à ta dernière famille, elle est composée du facteur

chimiotactique, la lymphotactine (XCLJ) (269) (pour revue voir (263)).

1.5.2.8 Les voies de signalisation impliquées dans la migration

La PI3K est une molécule-clé de la migration des neutrophiles induite par les

chirniokines. L’activation de l’isoforme y de la PI3K par les facteurs

chimiotactiques est responsable de l’établissement du gradient intracellulaire de

phosphatidylinositol (Ptlns) 3,4,5-triphosphate nécessaire à l’orientation de la

cellule vers le foyer d’infection. La Ptlns 3,4,5-triphosphate permet aussi de

phosphoryler et d’activer Akt. La fonction précise d’Akt dans la chimiotaxie des

neutrophiles n’a pas encore été établie, mais chez Dict’k’osteliwn, une amibe, il a

été démontré qu’Akt phosphoryle et active p2l-activated kinase (PAK) qui est

impliquée dans la régulation de la myosine (261). L’importance de la voie PI3Ky

est bien illustrée par son inactivation génique chez la souris où la chimiotaxie et la

phosphorylation de Akt induites par CXCL8IIL-8, C5a et fMLP ont été fortement

atténuées (270).

En dépit de cette réduction, les neutrophiles des souris PI3Ky’ peuvent toujours

migrer vers les chimioattractants et, en nombre suffisamment important pour

suggérer l’existence d’une autre voie. En effet, il a été démontré que la voie p38

MAPK participe à la chirniotaxie des neutrophiles humains et de souris (271,

272), mais ses cibles moléculaires n’ont pas encore été bien définies (273). Par

analogie avec son rôle dans la migration des cellules endothéliales, il est plausible

que la p38 MAPK contribue à la polymérisation de l’actine chez tes neutrophiles.

Parmi les cibles potentielles, Rac, p21 -activated kinase (PAK), PAK-interacting
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exchaizgefactor (PIXŒ) et Cdc42 ont toutes été impliquées dans l’organisation et

la polymérisation de l’actine lors de la chimiotaxie des neutrophiles (261, 273-

275).

ERKI/2 est aussi exprimée dans tes neutrophiles et peut être activée par plusieurs

chimioattractants incluant CXCL8/IL-8 et fMLP (273). De récentes études ont

rapporté que l’inhibition pharmacologique de ERKJ/2 n’a pas affecté (276-27$)

ou partiellement (279, 280) la migration des neutrophiles induite par le fMLP

suggérant que ERKI/2 ne joue pas un rôle majeur. Quant à son implication dans

l’effet chimiotactique de CXCL8/JL-8, les données actuelles sont contradictoires

indiquant la nécessité d’effectuer des études supplémentaires (281, 282).

Par ailleurs, les voies PI3K et p38 MAPK jouent un rôle important dans

l’orientation du neutrophile dans le cas où deux chimioattractants sont localisés de

part et d’autre. Il a été démontré que les neutrophiles se dirigent prioritairement

vers l’agent qualifié de cible primaire (fMLP et C5a) versus l’agent secondaire

(CXCL-8/IL-$ et le LTB4), qui est produit par l’hôte. Afin d’expliquer cette

préférence des neutrophiles, Heit et coll. ont proposé la notion de hiérarchie

intracellulaire entre les chimioattractants (283). En effet, ces derniers ont montré

que les chimioattractants primaires activent la voie p38 MAPK, qui inhibe la voie

PI3K requise aux chimioattractants secondaires pour induire la migration des

neutrophiles.



5$

1.6 Contexte de la recherche

Un nombre grandissant d’études supportent l’hypothèse que l’inflammation

contribue au développement et au maintien de l’angiogenèse physiopathologique.

Cette contribution peut s’observer à différents niveaux, par exemple, l’apport de

facteurs angiogéniques par les cellules inflammatoires. Pour notre part, au cours

des dernières années, nous avons étudié plus spécifiquement les propriétés

inflammatoires des facteurs de croissance incluant le VEGF et les angiopoïétines.

De surcroît, nous avons identifié certaines des voies intracellulaires contribuant

aux activités proinflammatoires de ces facteurs de croissance endothéliaux.

1.6.1 But du premier projet de recherche

Notre laboratoire a démontré que le VEGF-A165 induit la synthèse endothéliale du

PAF et, a délimité les voies intracellulaires nécessaires à la synthèse de ce

puissant médiateur inflammatoire. De plus, notre laboratoire ainsi que des

équipes de recherche indépendantes ont rapporté que le PAF peut médier certaines

propriétés inflammatoires du VEGF-A incluant l’adhésion des neutrophiles et

l’hyperperméabilité vasculaire (43, 252, 25$). En effet, les docteurs Sirois et

Edelman ont rapporté que le prétraitement de rats avec un antagoniste des

récepteurs du PAF prévient l’exsudation des protéines induite par le VEGF-A165

et ce, dans tous les organes examinés (252). D’un autre coté, tout comme le PAF,

il a été suggéré que le NO est un médiateur des effets inflammatoires du VEGF

A165 portant une ambiguïté quant à la contribution de ces médiateurs dans

l’hyperperméabilité induite par le VEGF-A165. Par conséquent, le but de ce projet

de recherche était de délimiter le rôle du PAF et du NO dans la perméabilité

vasculaire induite par les membres de la famille du VEGF.
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1.6.2 But du second projet de recherche

L’activation de Tie2 à la surface endothéliale par AngJ et Ang2 engendrent

plusieurs activités proinflammatoires notamment la synthèse de PAF, la

transiocation de la P-sélectine, l’adhésion transitoire des neutrophiles et

l’hyperperméabilité vasculaire (127, 128). Or, une récente étude réalisée par notre

laboratoire a démontré l’expression de Tie2 à la surface des neutrophiles. De

plus, nous avons rapporté que l’activation de Tie2 par Angl et Ang2 induit aussi

des activités proinflammatoires, incluant la synthèse endogène de PAF,

l’activation de la f32-intégrine et l’adhésion des neutrophiles à la matrice

extracellulaire (127). Ainsi, nous avons voulu déterminer si les angiopoïétines

pouvaient moduler d’autres aspects de la réaction inflammatoire aigu, plus

particulièrement la migration des neutrophiles et le cas échéant, déterminer les

voies intracellulaires impliquées.
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2.1 ABSTRACT

We previously reported that vascular endothelial growth factor (VEGF) increases

vascular perrneability through the synthesis of endothelial platelet activating

factor (PAF), while others reported the contribution of nitric oxide (NO). Herein,

we addressed the contribution of VEGF receptors and the role played by PAF and

NO in VEGF-induced plasma protein extravasation. Using a modified Miles

assay, intradermal injection in mice ears of VEGf-A16, VEGF-A121 and VEGF-C

(1 jiM) which activate VEGFR-2 (FÏk- I) receptor increased vascular permeability,

whereas a treatment with VEGFR-l (Fit-l) anatogs; PIGF and VEGF-B (I iM)

had no such effect. Pretreatment of mice with PAF receptor antagonist

(LAU8O8O) or endothelial nitric oxide synthase (eNOS) inhibitor (L-NAME)

abrogated protein extravasation mediated by VEGF-A165. As opposed to PAF

(0.01-1 pM), treatment with acetylcholine (ACh; up to 100 1iM; inducer of NO

synthesis) or sodium nitroprusside (SNP; up w I pM; NO donor) did flot induce

protein leakage. Simuttaneous pretreatment of mice with eNOS and protein

kinase A (PKA) inhibitors restored VEGF-A165 vascular hyperpermeability

suggesting that endogenous NO synthesis leads to PKA inhibition, which support

maintenance of vascular integrity. Our data demonstrate that VEGF analogs

increase vascutar permeability through VEGFR-2 activation, and that both

endogenous PAF and NO synthesis contribute to VEGF-A165-mediated vascular

permeability. However, PAF but not NO directly increases vascular permeability

per se, thereby, suggesting that PAF is a direct inflammatory mediator, whereas

NO serves as a cofactor in VEGF-A165 proinflammatory activities.
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2.2 INTRODUCTION

Vascular endothelial growth factor (VEGF) is a key modulator of angiogenesis

promoting endothelial celi (EC) migration, proliferation and survival. In addition,

VEGf possesses inflammatory properties by its capacity to mediate microvascular

permeability increase and adhesion of leukocytes [Senger, 1983; Melder, 1996;

Detmar, 1998]. There is at least five different VEGF homodimeric isoforms of

206, 189, 165, 145 and 121 amino acids, and termed as VEGF-A206 i, 165, 145 and

121 which are produced from a single gene by alternative spiicing [Jussila, 2002].

VEGF family inctudes also several members such as placental growth factors

(PIGF-1 and -2), VEGF-A, -B, -C, -D and a viral homolog, VEGF-E. The actions

of VEGF family members are mediated by the activation of tyrosine kinase

receptors including VEGfR-1 (FIt-1) and VEGFR-2 (FIk-1/KDR), which are

expressed majoritary on EC, and VEGFR-3 (fit-4), which is mainly limited to the

lymphatic endothelium [Jussila, 2002]. VEGF-A binds to VEGFR-1 and

VEGFR-2; PIF-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 [Jussila,

2002]. Recent studies also reported that neuropilin-1 (NRP-1), a transmembrane

receptor, acts as a coreceptor, complexing with VEGFR-1 and VEGFR-2. NRP-1

specifically enhances the binding of VEGf-A165 to VEGFR-2 and potentiates

various VEGF-A165 biological activities [Bematchez, 2002; RoIlin, 2004; Soker,

1997; Bernatchez, 2002]. Such selectivity is attributable to the presence of

VEGF-A exon 7 in VEGF-A165, a domain that is lacking in VEGF-A121, VEGF-C,

VEGF-D and PIF-l [Soker, 1997]

We previously reported that VEGF-A165 increases vascular permeability through

the synthesis of endothelial platetet-activating factor (PAF). Under in vivo
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condition, VEGF-A155-mediated protein extravasation was prevented by a

pretreatment with a PAF receptor antagonist. Our observation was supported by

the capacity of VEGF-A165 to induce a rapid and transient PAF synthesis in

cultured endothelial celis [Sirois, 1997]. However, there is littie information

defining how PAF might contribute to the modulation of endothelial integrity

under VEGF stimulation. The endothelial ceil-ceil interaction is maintained by

junctional proteins and focal adhesion complexes that are anchored to the

cytoskeleton.

Integrins interact with the cytoskeleton through intracellular linker proteins, such

as paxillin, talin, vinculin, a-actinin and focal adhesion kinase (FAK), and their

extracellular domains bind to respective matrix components [Wu, 2005].

Recently, it bas been reported that thrombin and VEGF-A phosphorylates FAK

and Ébat inhibition of FAK activation attenuates the microvascular

hyperpermeability response [Wu, 2003; Shikata, 2003].

Vascular endothelial (VE)-cadherin is connecting adjacent EC through a calcium

dependent homophilic binding of its extracellular domain whereas its intracellular

domain interacts with the actin cytoskeleton via a famiÏy of catenins, including a-,

3- and 7-catenins, Œ-actinin and vinculin [Bazzoni, 2004]. Interestingly,

stimulation of EC either with VEGF-A165 or PAF induces a rapid and transient

phosphorytation of VE-cadheHn and the dissociation of adherens junction leading

to gap formation [Kevil, 199$; Esser, 1998; Hudry-Clergeon, 2005; Potter, 2005],

thereby, suggesting that endogenous PAF formation is involved in VEGF

mediated VE-cadherin phosphorylation. The cytoplasmic domains of integrins

interact with the cytoskeleton either directly or indirectly through intracellular
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Iinker proteins, such as paxillin, talin, vinculin and a-actinin, and their

extracellular domains bind to respective matrix components.

On the other hand, it has also been reported that nitric oxide (NO) and cyclic

guanosine monophosphate (cGMP) production are contributing to VEGF-A165-

induced vascul ar hyperpermeability [Murohara, 199$; Mayhan, 1999]. However,

as opposed to PAF, the capacity of intracellular NO synthesis to promote vascular

permeability is more ambiguous. For instance, by using NO donors, different

studies reported that NO promote vascular leakage [Fujil, 1999; Gimeno, 1998],

whereas others did not detect such effect [Murohara, 1998; Fetetou, 1996;

Klabunde, 2000]. Similar conflicting resuits are also observed with cGMP

anaÏogs, which increase basal permeability in isolated vessels, but attenuate

vascular hyperpermeability mediated by varions inflammatory agents. Such

discrepancies remain elnsive, but might resuit from differences in species, organs,

involvement of lcnkocytes and hemodynamic factors.

In the present study, we wanted to define how VEGF analogs are modulating

vascular permeability increase and investigate the contribution of PAF and NO.
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2.3 MATERIAL AND METHODS

Materials: Vascular endothelial growth factor-A165 (VEGF-A165) was purchased

from PeproTech Inc. (Rocky Hill, NJ), VEGF-A121, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D,

placental growth factor-1 (PIGF-1) and basic fibroblast growth factor (bFGf)

werc purchased from R&D (Minneapolis, MN). Sodium nitroprusside (SNP),

acethylcholine (ACh), phenylephrine, Evans blue dye (EB), formamide, PAF and

the following inhibitors: H-89 (ODQ) and N-Nitro-L-arginine methyl ester

hydrochiorine (L-NAME) were purchased from Sigma-Aldrich (Oakville, ON,

Canada). SU1498 and CV398$ were purchased from Calbiochem (La Joua, CA)

and BIOMOL (Plymouth Meeting, PA), respectively. LAU$080 (formerly known

as BN50730) was generously provided by Dr. Nicolas Bazan (Louisiana State

University Health Sciences Center, New Orleans, LA).

Cet! cutticre: Human umbilical vein endothelial celis (HUVEC) were isolated by

collagenase treatment from fresh umbilical cords, seeded on gelatin-coated

(0.25%) plates and cultured in endothelial growth medium-2 (EGM-2; Cambrex,

Walkersville, MD) containing 10% fetal bovine serum (FBS) (Medicorp,

Montreal, QC, Canada) and antibiotics. HUVEC were used at passage 1.

Vascutarperrneability studies: EB dye binds specifically to albumin and 15 used to

study vascular permeability to macromolecules [Rogers, 1989]. The procedures

were performed by one trained operator in accordance to the guidelines set by the

Montreal Heart Institute animal care committee and the Canadian Council for

Animal Protection. CDI mice (18-22 g body weight) (Charles River Breeding

Laboratories; Saint-Constant, Quebec, Canada) were anesthetized with an
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intraperitoneal injection of ketarnine HCI (100 mg/kg) and xylazine HCI (10

mg/kg). The mice received a bolus injection of EB dye (20 mglkg) in the caudal

vein. This was followed 30 minutes later by an intradermal injection in mice cars

of VEGF-A165 (4, 40 or 400 ng/10 tl; final concentration 0.01, 0.1 or I tM,

respectively), VEGF-A121, -B, -C, -D, PIGF-1 (1 tM), bFGF (I tM), PAF (0.01,

0.1 and I 1tM), SNP (1 tM), ACh (up to 100 tM) or PAF plus SNP (0.01 and 1

tM, respectively). In another set of experiments, mice were treated with PAF

receptor antagonist (LAU$0$0; 20 mg/kg [Ma, 2004]), VEGFR-2 inhibitor

(SU149$; 20 mglkg; [Weis, 2004]), nitric oxide inhibitor (L-NAME; 20 mglkg;

[Murohara, 199$]), guanylate cyclase inhibitor (ODQ; 20 mgfkg; [Cerwinka,

2002]) and protein kinase A inhibitor (H-$9; 4 and 40 tg/kg [Sanada, 20011) co

administered with EB dye. Mice were sacrificed 60 minutes after the injection of

agonists in the cars. The cars were dissected and EB dye extracted in formamide

(4 ml/g wet weight for 24 hours). The concentration of EB dye was determined

by spectrophotometry (620 nm wavelength) against a standard curve and

expressed as micrograms of EB dye.

Microscopy and image analyses: Pictures of the arteriovenous system of mice

cars were taken at different magnifications ($.4X, 12X, 24X, 3$.4X and 4$X)

with a color videodigital camera (Sony DKC 5000) adapted to a stereomicroscope

(Olympus SZXI2). The surface of each vessel was calculated by computerized

digital planimetry with a custom software (NIH image 1.6). Vascular tone was

assessed at 0, 30 and 60 minutes following a bolus injection of L-NAME (20

mglkg). The vasoconstrictor effect of L-NAME on the arteriovenous system of

mice cars was reproduced by an intravenous infusion of phenylephrine (Phe; 0.1
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mg/ml) at a constant rate (0.8 mI/hr). Phenylephrine infusion was initiated, and

when similar constriction was reached as compared to L-NAME, VEGF-A165 was

injected in mice ears.

Western blot anatysis VE-cadhe tin phosphotylation: HUVEC were starved for 6

hours with EBM-2 containing I % FBS and antibiotics. HUVEC were stimulated

with VEGF-A165 (1 nM) or SNP (1 tM) for various periods of time. In another

set of experiments, HUVEC were pretreated with either SU1498 (10 tM),

LAU8O8O (10 l.tM), L-NAME (100 tM) or ODQ (10 tM) for 15 minutes prior to

stimulation with VEGF-A165 (1 nM) for 45 minutes. Western blots analyses were

performed as described previously [Rollin, 2004]. Briefly, ceils were rinsed with

cold PBS containing depolymerized Na3VO4 (2 mM) and lyzed in ice cold lysis

buffer supplemented with phosphatase and protease inhibitors. Celi lysates (500

tg) were immunoprecipitated with a mouse monoclonal VE-cadherin IgG (2 jig;

Santa Cmz Biotechnology, Santa Cmz, CA) and separated by SDS-PAGE.

Proteins were transferred onto a PVDF membrane, and probed with a mouse

monoclonal anti-phosphotyrosine IgG (clone 4Gb, 1:1000 dilution; Upstate

Biotechnology Inc., Lake Placid, NY). Membranes were stripped using Re-Blot

Plus Strong stripping solution (Chemicon Int., Temecula, CA) and reprobed with

a monoclonal VE-cadherin IgG (1:1000; Santa Cmz Biotechnology). Bands were

visualized using LumiGloTM (Celi Signaling Technology Inc., Beverly, MA).

Statistical anatysis: Data are presented as the mean + S.E. Statistical comparisons

were made by analysis of variance followed by a Bonferronis t test for multiple

comparisons. Differences were considered significant when p <0.05.
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2.4 RESULTS

Effect of VEGF analogs and corresponding receptors on inicrovascular

permeabllity: Using VEGF analogs, we assessed the contribution of VEGF

receptors on the modulation of vascular permeabilty in a modified EB dye Miles

assay. Intradermal injection of VEGF-A165 (0.01, 0.1 and I tM) in mice ears

increased within 60 minutes EB dye extravasation by 47, 160 and 320% as

compared to control PBS-treated mice. VEGF-A121 (1 [tM), which like VEGF

A165 binds to VEGFR-1 and VEGFR-2 but not to NRP-1 coreceptor increased

microvascular permeability by 109% (Figure 1). Treatment with VEGF-C and

VEGF-D (1 tM; VEGFR-2 and R-3 analogs) increased EB dye exsudation by

107% and 79%, respectively, whereas a treatment with VEGF-B and PIGF-l (1

1tM; VEGFR-1 analogs) had flot significant effect. Treatment with bFGF (1 tM)

was used as negative control, and did flot promote vascular permeability increase

(Figure 1).

hnplication of PAF and NO in VEGF-induced micro vascular penneability: We

previously showed that PAF is involved in VEGF-A165-mediated vascular

permeability increase whereas others showed the contribution of NO [Mayhan,

1999; Murohara, 1998]. In addition, VEGF-A165 can promote a rapid and

transient synthesis of PAF and NO in EC [Sirois, 1997; Montrucchio, 2000;

Murohara, 1998]. Thus, we wanted to delineate how PAF and NO are

contributing to VEGF-A1 65-mediated vascular permeabi lity increase. Intradermal

injection of PAF (0.01, 0.1, 1 tM) Ied to a concentration-dependent extravasation

of EB dye by 363, 1005 and 1263% as compared to PBS-treated mice (Figure 2).

Treatment with PAF (0.01 tM) resulted in a similar vascular permeability
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increase as observed with VEGF-A165 (1 tM), and was used for subsequent

studies impÏying stimulation with PAF. Pretreatment with PAF receptor

antagonist (LAU80$0 or CV3988; 20 mglkg, i.v.) 30 minutes prior to

subcutaneous injection of PAF (0.0 1 tM), abrogated PAF-mediated vascular

permeability increase. We also wanted to assess the contribution of NO

production on PAF-mediated hyperpermeability. Pretreatment with eNOS

inhibitor (L-NAME; 20 mglkg; i.v.) 30 minutes prior to subcutaneous injection of

PAF (0.01 tM) abrogated as weIl PAF-mediatcd vascular permeability increase.

In another set of experiments, we combined PAF (0.01 1iM) with an exogenous

NO donor (SNP; I iM), and observed that SNP did flot synergize PAF

inflammatory activity (Figure 2).

Treatment with a nitric oxide donor (SNP up to I tM) [Murohara, 199$]

or with an inducer of NO production (ACh up to 100 ttM) [Feletou, 1996] were

unable to promote vascular permeability increase (Figure 3). We then assessed

the contribution of PAF and NO on microvascular permeability increase mediated

by VEGF analogs (VEGF-A165 and VEGF-C; I iM). Pretreatment with either

LAU8O8O (20 mglkg) or L-NAME (20 mglkg) prevented vascular permeability

increase mediated by VEGF-A165 and VEGF-C (Figure 3).

Assessnzent of L-NAME vasoconstrictor effect on VEGF-induced vascular

pernzeabllhry: Inhibition of eNOS activity with L-NAME obliterates NO

vasodilatory effect over basal tone and resuits in an arteriovenous constriction

[Rees, 1990]. One might suggest that L-NAME inhibitory effect on vascutar

permeability increase was the resuit of L-NAME vasocontractite activity. Thus,

we assessed how a bolus injection of L-NAME affected the arteriovenous tone in
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mice ears. Thirty minutes following a bolus injection of L-NAME (20 mglkg,

i.v.), arterioles and venules surfaces were reduced, representing 77.0 ± 5.5 and

$1.0 ± 0.5% of the initial surface area, respectively. Sixty minutes post-infusion,

corresponding surfaces were at 74.2 ± 4.2 and $6.0 ± 5.4%, respectively as

compared to basal surface (Table I). Based on these values, we performed a

similar vascoconstriction of the arteriovenous system in mice ears by performing

a sustained intravenous infusion of Phe (0.1 mglml at 0.8 ml/h) (Table I).

Treatment with Phe did flot alter the basal vascular permeability as compared to

control mice (1.9 tg ± 0.19 vs 1.34 tg ± 0.16, respectively), and did flot affect

VEGF-A165-mediatcd vascular permeabitity (5.90 tg ± 0.16 vs 5.64 tg ± 0.7$,

respectively) as opposed to L-NAME pretreament (Table I).

To identify the contribution of NO downstream effectors, a group of mice

were pretreated with a NO-sensitive guanylate cyclase inhibitor (ODQ; 20

mg/kg), which completely abolished VEGF-A65-induced microvascular

permeability. Since protein kinase A (PKA) has a barrier-tightening function on

basal microvascular permeability, we assessed its role in VEGF-A165-induced

protein leakage. Pretreatment of mice with a PKA inhibitor (H$9; 40 Ig/kg) did

not further increase VEGf-A165-induced permeability. However,

coadministration of H$9 (40 ig/kg) with L-NAME restored almost completely

VEGF-A165-induced microvascular permeability (Figure 4). Since a treatment

with H-$9 restored VEGF-A16s-induced microvascular permeability in the

presence of L-NAME, we wanted to assess if H-$9 in presence of PAF receptor

antagonist (LAU$0$0) would restore VEGf-A165-mediated vascular permeability

increase. The combination of H-89 with LAU$080 did flot affect the blockade of

VEGF-A165 hyperpermeability mediated by LAU8O8O (data not shown).
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Rote of PAF ani NO in VEGF-A16’ç-,nediated VE-cadherin phosphorvtation:

Microvascular hyperpermeability is associated with a redistribution of endothelial

celi adherensjunction proteins [Bazzoni, 2004]. Since, both VEGF-A165 and PAF

can induce phosphorylation of VE-cadherin and, that NO is implicated in VEGF

A16-mediated VE-cadherin redistribution, we assessed the contribution of PAF

and NO in VE-cadherin phosphorylation induced by VEGF-A165. Treatment of

HUVEC with VEGF-A163 (HT9 M) induced a transient phosphorylation of VE

cadherin starting at 30 minutes, reaching maximal phosphorylation at 45 minutes,

and returning to basal level within 120 minutes (Figure Sa). Treatment of

HUVEC with a VEGFR-2 inhibitor (SU1498; M) 15 minutes prior to VEGF

A165 stimulation for 45 minutes abrogated VE-cadherin phosphorylation (Figure

5b). Treatment with LAU8O$0 (l0 M) abolished VE-cadherin phosphorylation

induced by VEGF-A165 whereas a treatment with L-NAME (1OE4 M) or with ODQ

(lO M) provided a partial inhibition (68 and 62%, respectively) of VE-cadherin

phosphorylation induced by VEGF-A165 (Figure 5b).
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2.5 DISCUSSION

In the current study, we observed that the increase of vascular permeability

mediated by VEGF analogs was maximal under VEGF-A165 stimulation through

the activation of VEGFR-2/NRP-1 complex. Using selective PAF receptor

antagonists and inhibitors of NO/cGMP pathway, we observed that both PAF and

NO are essential to VEGF-mediated vascular hyperpermeability, despite that only

PAF showed a direct inflammatory activity.

Contribution of VEGF receptors in vascular hyperpermeability

b assess the contribution of VEGF receptors and NRP- I coreceptor in VEGF

induced vascular permeability, wc used a selective receptor-agonist approach.

Intradermal injection of VEGFR-2 agonists (VEGF-A165, -A121, -C and —D)

promoted exsudation of vascular macromolecules, whereas a treatment with

selective VEGFR-1 agonists (PIGF-l and VEGF-B) had no such effect. Since

VEGF-C and -D have the capacity to bind as well to VEGFR-3, one might

suggest that VEGF-C and -D inflammatory activities can be mediated through

VEGFR-3 activation. However, it has been reported that VEGF-C mutant

(ANACI56S-VEGF), a selective VEGFR-3 agonist, lost its property to promote

vascular permeability [Joukov, 199$]. Thus, our data and previous reports

demonstrate that VEGFR-2 activation is essential to vascular permeability

increase [Kondo, 1995; Cao, 2004; Joukov, 199$].

Intradermat injection of VEGF-A165 was about three times more potent

than VEGF-A121, -C and -D to promote EB dye leakage, demonstrating that NRP

1 enhances VEGF-A165-induced microvascular hyperpermeability. Our data are in

agreement with previous reports dernonstrating that NRP-1 potentiates VEGf
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A165 effects upon VEGFR-2 activation, such as EC migration, proliferation, PGI2

and PAF synthesis [Bernatchez, 2002; Neagoe, 2005; Rollin, 2004; Soker, 1997].

Contribution of PAF and NO/cGMP pathway in VEGF vascular

hyperpermeability

We previously showed that a pretreatment of rats with PAF receptor antagonist

BN52021 (10 mglkg) abolished EB dye leakage mediated by VEGF-A165

intravenous injection, On the other hand, [Murohara, 199$] reported that another

PAF receptor antagonist; CV6209 (2 mg/kg) failed to prevent vascular

permeability increase upon intradermal injection of VEGF-A165 in guiney pig

skin. In the present study, two additional PAF receptor antagonists, CV-3988 and

LAU-80$0 (20 mglkg) (figures 2 and 3) were used prior to VEGF-A165

intradermal injection in mice ears, and both antagonists abrogated the

hyperpermeability. The diffetence between our previous and current findings as

compared to Murohara et al., observations might be explained by the type, the

dosage and the potency of PAF receptor antagonist selected. Another explanation

may reside in the species andlor tissues investigated in those studies.

Considering the discrepancies regarding the capacity of NO to modulate

vascular permeability, we assessed the contribution of NO donor (SNP) and

inducer (ACh) in our vascular permeability model and observed that intradermal

injection of SNP or ACh did not alter basal vascutar permeabitity. However,

pretreatment with L-NAME prevented EB dye exsudation mediated by VEGF

A165 and PAF. Since L-NAME abrogated protein extravasation mediated by

VEGF-A165 and PAF, and that NO per se had no such effect, our data suggest that

NO is a cofactor in the signaling pathway of vascutar hyperpermeability.
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Since the basal formation of NO maintains an arteriovenous dilation, we

delineated if the blockade of VEGf-A165-mediated vascular permeability by a

pretreatment with L-NAME was due to vasocontractile or anti-inflammatory

properties. To do so, we reproduced L-NAME-mediated vasoconstriction with

Phe, which is deprived of inflammatory properties. Our data showed that a

similar arteriovenous constriction mediated by phenylephrine as cornpared to L

NAME did flot reduce VEGf-A165-mediated microvascular hyperpermeability.

These data are strengthening our hypothesis that NO serves as an intracellular

cofactor of VEGF-A165 inflamrnatory effect, independently from the modulation

of the vasomotor tone.

The proinflammatory contribution of NO resides in its capacity to activate

endothelial soluble guanylate cyclase (sGC) to produce cGMP which participate

in vascular hyperpermeability induced by inflammatory mediators [Michel, 19991.

Thus, we pretreated mice with a sGC inhibitor (ODQ). Selective inhibition of

sGC prevented protein leakage-mediated by VEGF-A165 supporting that an intact

eNOS/NO/sGC/cGMP pathway is essential to support VEGF-A165

hyperpermeability activity.

It is proposed that cGMP production induced by inflammatory mediators

increases vascular permeability by a mechanism reducing cAMP level through

activation of phosphodiesterase subtypes. The protective effect of cAMP is

mediated by PKA activation which modulates cytoskeletal rearrafigement

associated with microvascular leakage [Bimkova, 2004; Lin, 2001]. Thus, we

hypothesized that the activation of NO/cGMP pathway by VEGF-A165 leads to the

inhibition of cAMP/PKA activity, thereby setting a proinflammatory environment.

We observed that the blockade of NO/cGMP production and PKA activïty under



78

quiescent conditions did flot modulate basal vascular permeabitity. However, the

blockade of NO or cGMP production, with L-NAME or ODQ abrogated VEGF

A165-mediated vascular permeabiÏity, whereas the blockade of PKA activity with

H-89 did flot alter VEGF-A165 inflammatory activity. One might suggest that

blockade of PKA activation shouÏd have increased VEGF-A165-rnediated vascular

permeability, however based on our hypothesis, PKA inhibition is already

warranted by endogenous cGMP production. To confirm our hypothesis, mice

were pretreated with a concomitant injection of L-NAME and H-89 which

restored the capacity of VEGF-A165 to increase vascular permeability. This series

of experiments supports our hypothesis that the activation of NO/cGMP pathway

is inhibiting cAMPJPKA pathway, thereby permitting the development of an

inflammatory response.

Since a treatment with H-89 in presence of L-NAME restored VEGf-A165-

hyperpermeability activity, we assessed if H-89 would restore VEGF-A165

inflammatory activity in presence of LAU8O8O. H-89 did flot rescue VEGf-A165-

hyperpermeability activity, suggesting that PAF activity is flot mediated through

the inhibition of cAMP/PKA pathway.

Contribution of PAF and NO in VEGF-induced VE-cadherin

phosphorylation

The induction of VE-cadherin phosphorylation by VEGF-A165 and PAF is leading

to an intercellular redistribution of VE-cadherin, a disruption of celi-celi barrier

function and vascular permeability increase [Dejana, 1999; Esser, 1998; Hudry

Clergeon, 20051. However, there are no studies reporting whether PAF or

NO/cGMP contribute to VE-cadherin phosphorylation upon VEGF-A165

stimulation. Pretreatment of HUVEC with LAU8O8O abrogated VEGF-A165-
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mediated VE-cadherin phosphorylation, whereas a pretreatment with L-NAME or

ODQ had an intermediate effect. This latter observation is in agreement with

[Aramoto, 20041 who reported that the blockade of NO synthesis attenuated

VEGf-A165-mediated VE-cadherin redistribution. In addition, we observed that a

treatment of HUVEC with SNP was unable to promote VE-cadherin

phosphorylation (data flot shown), as compared to PAF [Hudry-Clergeon, 20051.

Our data, might explain why SNP itself as opposed to PAF is unable to provide a

direct vascular permeability increase, thus, suggesting that NO serves as cofactor

of VEGF-A165-mediated permeability increase.

In conclusion, VEGF analogs increase vascular permeability through

VEGFR-2 activation, maximal protein leakage is induced under VEGF-A165

stimulation, and involves NRP-INEGFR-2 complex formation. The blockade of

PAF and NO/cGMP pathway abolished VEGF-A165-mediated permeability,

however, PAF but not NO directly increases vascular permeability per se, thereby,

suggesting that PAF is a direct inflammatory mediator, whereas NO serves as a

cofactor in VEGF-A165 proinflammatory activities.
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2.7 FIGURE LEGENDS

Figure 1. Vascular permeability mediated by VEGF analogs. Evans blue dye

(EB; 20 mg/kg) was injected in the caudal vein of mice and thirty minutes later

PBS (controt vehicle), VEGF-A165 (4, 40 or 400 ngf 10 i’; final concentration

0.01, 0.1 or I iM, respectively), VEGF-A121, -B, -C, -D, PIGF-1 (1 iM), or

bFGf (negative control; I tM) were injected in the cars. Animais were sacrificed

60 minutes after agonists injection. Values are means ± SEM of at ieast five

independent experiments. * p <0.05 compared to PBS.

Figure 2. Dose-dependent effect of PAF on vascular permeabiiity. EB dye

injection in the caudal vein was foiiowed 30 minutes iater by an intradermai

injection of PBS or PAF (1, 0.1 and 0.01 1iM, respectively) or PAF (0.01 1iM)

plus SNP (1 tM). In another group, mice were pretreated with LAU8O8O,

CV3988 or L-NAME (20 mgfkg) by concomitant intravenous injection with EB

prior to PAF injection (0.01 tM). The animais were sacrificed 60 minutes upon

PBS or PAF injection. Values are means ± SEM of at least three independent

experiments. * p <0.05 compared to PBS, t p <0.05 compared to PAF.

Figure 3. Implication of NO and PAF on VEGF-induced protein

extravasation. EB dye injection in the caudal vein was followed 30 minutes tater

by an intradermal injection of PBS, SNP (1 1iM), ACh (I and 100 tM), VEGF

A16, and VEGF-C (1 ttM). In another group, mice were pretreated with either L

NAME (20 mg/kg) or LAU8O$0 (20 mg/kg) combined with EB dye (20 mgfkg)

and foliowed a subcutaneous injection of VEGF-A165 or VEGF-C (1 tM). In

another group, mice were pretreated either with L-NAME or LAU$080 (20
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mg/kg, respectively) by concomitant intravenous injection with EB dye 30

minutes prior to VEGf-A155 or VEGF-C injection (1 tM) in mice ears. The

animais were sacrificed 60 minutes later. Values are means ± SEM of at Ieast

four independent experiments. * p <0.05 compared to PBS, t p <0.05 compared

to VEGF-A165 or VEGF-C.

Figure 4. Implication of NO signaling pathway on VEGF-A165-induced

protein extravasation. EB dye injection in the caudal vein was foilowed 30

minutes later by an intradermal injection of PBS, or VEGF-A165 (1 cM) in mice

ears. In a second group, mice were pretreated with L-NAME (20 mglkg), ODQ

(20 mg/kg) or H-89 (40 ig/kg). In a third group, mice were pretreated with a

combined injection of L-NAME (20 mg/kg) and H-89 (4 or 40 tgIkg) prior to

injection of VEGF-A165 (1 tM), and the animais were sacrificed 60 minutes later.

Values are mean ± SEM of at four independent experiments. * p <0.05 compared

to PBS, t p < 0.05 compared to VEGF-A165 pretreated with L-NAME.

figure 5. Phosphorylation of VE-cadherin by VEGF-A165. A) HUVEC were

stimuiated with PBS or VEGF-A165 (1 nM; 0-120 minutes). Celi lysates were

immunoprecipitated with anti-VE-cadherin IgG. PhosphoVE-cadherin was

detected by immunoblotting using an anti-phosphotyrosine IgG (upper bands).

Membranes were stripped and the detection VE-cadherin protein expression was

performed with an anti-VE-cadherin IgG. B) HUVEC were pretreated with

SU1498 (10 tM), LAU8O8O (10 1iM), L-NAME (100 tM) or ODQ (10 iM) for

15 minutes prior to stimulation with VEGF (1OE9 M). WB, Western biotting, IP

immunoprecipitation.
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Vascular (one modulat ion Vascular perrneat)llity
EB dyc extravasation; j.tg)

Ireitiueiit
Pretreitinent lutte (111111 —6)

P88 VEGF—A,

Arteries )) NIA NIA N/À
Noue . 1.34 ± 0.16 5.64 ± Œ78

\enules ((o NIA NIA N/A

Atteries (t) 0) 77.0 ± 5.5 74.2 ± 4.2
L-NAME . (1.76 ± 11.26 1.03 ± 0.

‘Ventiles (° t lIt) S 10 ± 0.5 86.1) ± 5.4

Arteties)c) I)))) 74.2 ± 15.1 68.4± 13.2
Plie , I .92 ± ((.19 5M) ± 0. I6

\ emiles )° ) (t) 76.1 ± 6.2 82. ± 10.2

Table I: Effect of vasoconstriction on VEGf-A165-induced protein

extravasation. Vascular tone of arteries and venules in mice ears was

asscssed by taking pictures with a videocamera adapted to a

stereomicroscope at 0, 30 and 60 minutes following a bolus intravenous

injection of L-NAME (20 mg/kg), or sustained infusion of Phe (0.1 mg/mi;

at a constant rate of 0.8 mllhour). PBS or VEGF-A165 (1 [tM) were injected

subcutaneously in mice cars and the animais were sacrificed 60 minutes

later. Values are means ± SEM of 3 independent experiments. * p <0.05

compared to its control PBS, tt p <0.01 compared to VEGF-A165.



3.0 ARTICLE #2

93



94

ACCORD DES COAUTEURS

A) Déclaration des coauteurs d’un article

1. Identification de l’étudiant et du programme

Alexandre Brkovic,
Ph.D. Pharmacologie, 3-520-1-O

2. Description de l’article

Auteurs : Alexandre Brkovic, Martin Pelletier, Denis Girard et Martin G. Sirois.

Titre: Angiopoietins chemotactic activities on neutrophils are regulated by PI3K
activation

Revue : Journal of Leukocyte Biology

État actuel de l’article

3. Déclaration de tous les coauteurs autres que l’étudiant
A titre de coauteur de l’article identifié ci-dessus, je suis d’accord pour que
Alexandre Brkovic inclue cet article dans sa thèse de doctorat qui a pour titre
Activités Proiîflammatoires du VEGF et des Angiopoïétines.

Martin Pelletier

Coauteur Signature Date

Denis Girard

Coauteur Signature Date

Martin G. Sirois

Coauteur Signature Date



Permission de l’éditeur d’une revue

95



96

Angiopoietins cliemotactic activities on neutrophuls

are regulated by PI-3K activation

Alexandre Brkovic’, Martin Pelletier2, Denis Girard2 and Martin G. Siroisl*

1Research Center, Montreal Heart Institute, Department of Pharmacology,

Université de Montréal, Montreal and 2INRS-Institut Armand-Frappier, Pointe

Claire, QC, Canada.

Running Titie: Angiopoietins-mediated neutrophil migration is PI-3K dependent

Key words: Cytokines, polymorphonucicar ceils, migration, Tie2 receptor

*Correspondence should be addressed to:

Martin G. Sirois, Ph.D.

Research Center

Montreal Heart Institute

5000, Belanger Street

Montreal (QC), Canada, HIT 1C8

Phone: (514) 376-3330 (ext: 3583)

Fax: (514) 376-1355

E-mail:



97

ABSTRACT

Angiopoietins (AngI and Ang2) modulate blood vesse! integrity during the

angiogenic process through the activation of tyrosine kinase receptor (Tic2). We

recently detected Tie2 expression on neutrophi!s and reported that angiopoietins

induce acute proinflammatory events inc!uding neutrophi! f32-integrin activation

and their adhesion onto endothelia! cel!s. Herein, we investigated the effect of

angiopoietins on neutrophi! migration and their capacity to modulate CXCL8/IL-8

chemotactic properties. Using a Boyden chamber assay, we observed that Angi

and Ang2 (up to 10 nM; 60 minutes) increased the migration of neutrophils,

maximal effect being achieved at 1 nM (72 and 114% increase, respectively) as

compared to untreated ce!!s. Angiopoietins induce a rapid and transient Akt

phosphorylation, and pretreatment of neutrophils with PI-3K inhibitors,

wortmannin (100 nM) and LY294002 (500 nM), reduced Angl-mediated

neutrophil migration by 100 and 78%, and Ang2 chemotactic activity by 100 and

71%, respectively. Treatment of neutrophils with CXCL8/IL-8 (up to 50 nM, 60

minutes) increased basal neutrophi! migration by 257% at its optimal

concentration (10 nM), and pretreatment of neutrophils with corresponding PI-3K

inhibitors reduced CXCL8/IL-8 (1 nM) chemotactic effect. Pretreatment of

neutrophils with Angi or Ang2 (10 nM; 15 minutes) potentiated neutrophil

migration induced by CXCL8/IL-8 (1 or 10 nM; 60 minutes) by 263 and 238%

and by 177 and 164%, respectively. finally, both angiopoietins showed a

synergistic effect on the induction of Akt phosphory!ation mediated by

CXCL8/IL-8.

In summary, our data demonstrate that angiopoietins increase neutrophil

migration through PI-3K activation and can enhance proinflammatory activities of

other cytokines.
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INTRODUCTION

Angiogenesis is characterized by the formation of new blood vessels from

preexisting vasculature. This process is tightly regulated and requires the

coordinated action of numerous growth factors, including vascutar endothelial

growth factor (VEGF) and angiopoietins. Angiopoietins (AngI and Ang2) are

structurally related endothelial growth factors, having similar binding affinity for

tyrosine kinase reccptor Tie2. Angi lias been shown to act as a Tie2 agonist,

promoting endothelial celi (EC) survival, migration and proliferation (157, 163).

On the other hand, Ang2 lias been initially characterized as an endogenous Tie2

antagonist, thereby, counteracting Angi activities (121, 157). However, recent

evidences suggest that Ang2, under certain circumstances, lias a more complex

role and may act as a Tie2 agonist. This hypothesis is supported by the capacity

of Ang2 to induce Tie2 phosphorylation, EC chemotaxis and in vitro capillary

like tube formation (124-126). Furthermore, we reported that Angl and Ang2,

upon endothelial Tie2 activation, can induce platelet activating factor (PAF)

synthesis and transient P-selectin transiocation, which support neutrophul

adhesion onto activated EC (127, 128). Recent studies rcveaÏed that

angiopoietins can also modulate the responsiveness of EC toward

proinflammatory cytokines. For instance, Ang2 was shown to serve as a priming

factor for tumor-necrosis factor (TNF-u) at Iow concentrations (178). Moreover,

both Angi and Ang2 were shown to potentiate VEGF-mediated angiogenesis in a

mouse cornea mode! (284).

Postnatal angiogenesis is associated with numerous inflammatory

conditions sucli as atherosclerosis, rhumatoïd arthritis, retinopathy and tumor

growth (5). It lias been reported that inflammation precedes and accompanies
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pathological angiogenesis as evidenced by increased vascular permeability and

recmitment of inflammatory celis at angiogenic sites (108, 203).

Among inflammatory celis, neutrophils are the first ones recruited to the

site of inflammation and have been suggested to participate in pathological

angiogenesis (285, 286). Neutrophi I s produce several proangiogenic cytokines,

including VEGF, TNF-a, and interleukins (IL-1, IL-6 and IL-8) as weII as matrix

degrading enzymes, which together, contribute to trigger and support angiogenic

activities. Recruitment of neutrophils is a multistep process implying neutrophil

tethering, rolling and firm adhesion to EC, foltowed by the migration of

neutrophils across the vasculature toward the subendothelial chemoattractant

source.

Recently, we detected Tie2 expression on the ceil surface of

polymorphonuclear ceils, which has been later confirmed by independent groups

(127, 146, 147). Stimulation of neutrophils with Angi or Ang2 induces PAF

synthesis and f32-integrin-dependent neutrophil adhesion to extracellular matrix

(127, 128). Taken together, these observations suggest that angiopoietinslTie2

system can modulate leukocytes trafficking. In agreement, recent studies showed

that angiopoietins can induce neutrophils and eosinophils chemotaxis, an

important component of the acute inflammatory response (146, 147). However,

littie is known about the cellular pathways involved in angiopoietins-mediated

neutrophil migration. In the present study, we thus wanted to define the cellular

pathways involved in angiopoietins-mediated neutrophil migration. In addition,

since angiopoietins can modulate the effect of proinflammatory cytokines in EC,

we were lcd to investigate if angiopoietins could modulate cytokines activities in

neutrophils.
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MATERIAL AND METHODS

NetttropltiÏ pttrtfication: Venous blood was obtained from healthy donors free

from medication for at least 10 days prior to the experiments. Neutrophils were

isolated as described previously (127). Briefly, upon a 2%-dextran sedirnentation,

neutrophils were isolated under sterile conditions using Ficoil-Paque gradient and

contaminating erythrocytes were removed by hypotonic shock. Unless otherwise

noted, neutrophils were resuspended in RPMI containing 25 mM HEPES and I %

of antibiotics. Ninety-five percent of the isolated celis were polymorphonuclear

celis as determined with a Coulter counter and viability was found to be greater

than 98% as assessed by trypan blue dyc exclusion assay. To characterize the

ratio of neutrophils and eosinophils in our polymorphonuclear population, celis

were centrifuged, spread onto microscope slides and stained with Diff-Quick

solution. Only the populations of polymorphonuclear ceils consisting of at least

95% of neutrophils were used in our study.

CelÏ-swface expression of Tie2: Neutrophils (]0 cells/mI) were rinsed and

resuspended in RPMI, bovine IgG (150 jig/ml) was added for 30 minutes to

prevent nonspecific binding via fc receptors. Neutrophils were centrifuged,

rinsed, resuspended in RPMI (106 cells/mI) and incubated with mouse monoclonal

Tie2 IgGi (l-10 tg/ml; R&D systems, Minneapolis, MN) or with mouse IgGj

isotype control (l-10 .tg/ml; R&D systems) for 60 minutes at 4°C. Upon

additional rinses, neutrophils were incubated with goat anti-mouse FlIC

conjugated secondary IgG (1:100). CelIs were rinsed and fixed with 0.5%

paraformaldehyde. Flow cytometric analysis (10,000 events) was performed

using a FACScan (Becton Dickinson, San Jose, CA).
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Neutrophit migration: In vitro chemotaxis was performed in a 48-wells

microchamber (Neuro Probe Inc., Gaithersburg, MD) using a 3-tm polycarbonate

membrane filter as previously described (287, 28$). The bottom wells were

loaded with RPMI with or without agonists (final volume, 25 tl), the

polycarbonate membrane was ptaced over the wells, and the top layer of the

chamber was added over the membrane. Neutrophils (50 tl from a RPMI

suspension; 106 cells/ml) were added into the upper wells. The chamber was

incubated at 37°C for 60 minutes in a humidified incubator in the presence of 5%

C02. Upon the incubation period, the top of the chamber was removed and the

upper side of the membrane was carefully wiped with the rubber scraper provided

by the manufacturer. The polycarbonate membrane was fixed in methanol,

colored with the Diff-Quick staining kit, rnounted on a glass slide, and examined

with light microscope under 400X magnification. The number of cells in five

random fields was counted and the resuits were expressed as relative neutrophil

migration (number of cells from tested group/number of cells from corresponding

control vehicles). Treatment with the chemoattractant, CXCL$/IL-8 (25 nM) was

used as positive control.

In another set of experiments, cells were pretreated for 15 minutes with a

blocking goat polyclonal anti-human Tie2 (anti-hTie2) 1gO (R&D systems) or

isotypic goat 1gO (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA) before celI

migration toward recombinant angiopoietins (1 nM; R&D systems). In some

experiments, cells were pretreated for 15 minutes with phosphatidylinositol 3

kinase (PI-3K) inhibitors (wortmannin; 10 and 100 nM (289), LY294002; 0.5 or 5

tM (290)), p38 mitogen-activated protein kinase (p38 MAPK) (SB380505; 10

.tM (283)), p42’44 MAPK (PD98059; 50 tM (291)) or angiopoietins (0.1-10 nM)
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prior to neutrophul migration toward agonists. In studies impÏying the use of

inhibitors, the latter were also added into the bottom wells.

Akt Western blot analyses: Neutrophuls were resuspended at a concentration of 4

x i0 celÏs/ml and 100 tl of celi suspension was stimulated with control vehicle,

angiopoietins, CXCL8/IL-8, and angiopoietins plus CXCL8/IL-8 at room

temperature. Neutrophils were lysed in 4X Laemmli’s buffer and boiled for 10

minutes. Equal volume of samples was loadcd in a 7.5% SDS-PAGE and

proteins were transferred onto a PVDF membrane. Membranes were probed with

a rabbit polyclonal phospho-Akt (Ser473) IgG (1:750; CelI Signaling Technology

Inc., Beverly, MA). PVDF membranes were subsequently stripped in glycine

stripping buffer and total Akt protein expression was determined with a rabbit

polyclonal anti-Akt IgG (1:1000). Immunoreactive bands were visualized by

using LumiGloTM (Celi Signaling Technology Inc.), digitized using a 2-

dimensional gel scanner, and quantified using Quantity One software (Bio-Rad,

Hercules, CA).

Statistical analysis: Data are mean ± SEM. Statistical comparisons were made

by one-way analysis of variance, followed by a Tukey t-test for multiple

comparisons. Data were considered significantly different if values of p <0.05

were observed.
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RESULTS

Expression of Tie2 in neutroph ils: We recently reported by reverse transcriptase

polymerase chain reaction (RT-PCR), confocal microscopy and

immunocytochemistry that Tie2 is expressed at the celi surface of neutrophils,

while others demonstrated by RT-PCR and by flow cytometric analysis that Tie2

is expressed on eosinophils (127, 146, 147). To confirm that the detection ofTie2

on neutrophils in our initial study was flot due to a marginal cross contamination

by eosinophils, we performed a FACS analysis directed against Tie2 expression

in a population of purified polymorphonuclear celis containing at least 95% of

neutrophils (Fig. 1).

Angi and Ang2 ,nediate neutrophil migration: Using a modified Boyden

chamber assay, we tested the capacity of angiopoietins to modulate neutrophil

migration. Both Angi and Ang2 increased concentration-dependently the

migration of neutrophils in a beli-shape manner. The maximal effect mediated by

Angi and Ang2 was achieved at I nM (72% and 114% increase, respectively) as

compared to PBS-treated celis (Fig. 2A), whereas at 5 and 10 nM the effect of

both angiopoietins resumed to basal level. To assess if the migration of

neutrophils mediated by Angi and Ang2 was Tie2-dependent, we pretreated the

neutrophils with different concentrations of anti-hTie2 IgG (5 and 10 tgImI; 15

minutes), capable of blocki ng angiopoietins/Tie2 interaction. Such pretreatment

prevented neutrophil migration induced by Angi or Ang2 (1 nM), whereas a

pretreatment with equivalent concentrations of control isotypic IgG had no such

effect (Fig. 2B). In ail studies, treatments with CXCL8/IL-8 (10 or 25 nM) were
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included as positive control, increasing neutrophil migration by over 200% as

compared to PBS-treated ceils.

Rote of PI-3K pathwav in angiopoietins-mediated neutrophil migration: Previous

studies reported that angiopoietins possess the capacity to activate PI-3KIAkt, p38

and p42144 MAPK pathways (124, 128, 166, 176, 184). Thus, we wanted to

address the signating pathway(s) involved in neutrophil migration mediated by

angiopoietins. Neutrophils were pretreated with inhibitors of PI-3K (wortmannin

and LY294002), p38 MAPK (SB2035$0) and p42144 MAPK (PD98059)

pathways. Pretreatment of neutrophils with wortmannin (10 and 100 nM) for 15

minutes prior to their addition in the upper chamber did flot affect basal migration

mediated under PBS condition, but prcvented by over 90% the migration of

neutrophils mediated by Angl and Ang2 (1 nM; 60 minutes) (Fig. 3A). The

contribution of PI-3K pathway was confirmed by using a second independent

inhibitor LY294002. Pretreatment of neutrophils with LY294002 (0.5 and 5 1M)

reduced basal PBS-mediated migration by 40 and 53% respectively. Pretreatment

of neutrophils with LY294002 (0.5 and 5 iM) decreased by 72 and 78% the

migration of neutrophil-mediated by AngI (1 nM), and by 80 and 71% under

Ang2 (1 nM) stimulation respectively as compared to PBS-treated ceils in

presence LY294002 (0.5 and 5 tM; Fig. 3A). In another set of experiments,

neutrophils were pretreated either with PD98059 (50 tM) or SB203580 (10 tM)

as dcfined above, and both did flot affect neutrophil migration induced by Angi

or Ang2 (1 nM) (data flot shown).

Since the migration of neutrophils induced by angiopoietins was sensitive

to PI-3K inhibitors, we therefore tested the capacity of angiopoietins to increase

Akt phosphorylation in neutrophils. Treatment of neutrophils with AngI and
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Ang2 (1 nM) induced a rapid and transient Akt phosphorylation which was

maximal within 2 minutes (3.0- and 2.8-fold of increase, respectively) as

compared to control PBS-treated celis, and returning to basal level within 30

minutes (Fig. 3, B and C).

Eizhancing activity of angiopoietins on CXCL8/IL-8-rnediated neutrophit

migratioit: A recent report revealed that angiopoietins can modulate endothelial

celi responsiveness to proinflammatory cytokines (178). Different studies

provided evidence that PI-3K activation contributes to CXCL8/IL-8 chemotactic

properties (281, 283). Our data suggest as well that PI-3K activation contributes

to angiopoietins chemotactic activity on neutrophils, thus we wanted to assess if

angiopoietins can modulate CXCL8/IL-8-mediated neutrophil migration. In a

first series of experiments, we performed a CXCL8/JL-8 concentration-dependent

assay (0.001 to 50 nM) on neutrophil migration and assessed the extent of PI-3K

contribution. CXCL$JIL-8 induced a significant neutrophil migration at 1, 10 and

50 nM, with a maximal effect being achieved at 10 nM (257% increase as

compared to PBS-treated celis; Fig. 4A). Pretreatment of neutrophils with

wortmannin (10 and 100 nM) or LY294002 (0.5 and 5 tM) for 15 minutes

prevented neutrophil migration induced by CXCL8/TL-8 (1 nM), whereas at a

higher concentration of CXCL8/IL-8 (10 nM), wortmannin (10 and 100 nM) or

LY294002 (0.5 and 5 iM) provided a partial inhibitory effect (52 to 59%

inhibiton) on neutrophil migration (Fig. 4B). In another set of experiments,

neutrophuls were pretreated either with PD98059 (50 iM) or SB203580 (10 iM),

which did not affect neutrophil migration induced by CXCL8/IL-8 (10 nM; data

flot shown).
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As the migration of neutrophils induced by CXCL8JIL-$ was sensitive to

PI-3K inhibitors, we therefore tested the capacity of CXCL8/TL-8 to increase Akt

phosphorylation in neutrophils. Neutrophils were treated with CXCL8/IL-$

(0.001 to 50 nM) for 2 minutes (283, 292), and we observed Akt phosphorylation

at 10 and 50 nM—11.9- and 15.6-fold of increase, respectively—as compared

with control, PBS-treated celis (Fig. 4C). Pretreatment of neutrophils with

increasing concentrations of PI-3K inhibitors (wortmannin, 10 and 100 nM;

LY294002, 0.5 and 5 tM) for 15 minutes prior to stimulation with CXCL8/IL-8

(10 nM; 2 minutes) reduced Akt phosphorylation with maximal inhibition

reaching 80 and 99% under wortmannin and LY294002 pretreatment respectively

(Fig. 4D).

We then assessed the capacity of angiopoietins to modulate CXCL8/IL-$

chernotactic activities on neutrophils. Pretreatment of neutrophils with Angi or

Ang2 (0.1, 1 and 10 nM) for 15 minutes prior to the addition of neutrophils in the

upper wells with their corresponding Angi or Ang2 conditioned media did flot

modulate basal neutrophil migration toward control PBS (bottom wells).

However, pretreatment of neutrophiÏs with AngI (10 nM) under the same

condition potentiated neutrophil migration toward CXCL8IIL-8 concentration

gradient (0.1, 1 or 10 nM) for 60 minutes. For instance, addition of CXCL8/IL-8

(0.1, 1 or 10 nM) alone in the bottom wells increase neutrophil migration by 35,

101 and 286%, and the pretreatment of neutrophils with AngI (10 nM) prior to

the addition of CXCL8IIL-8 (0.1, 1 or 10 nM) in the bottom wells raised the

migration of neutrophils to 154, 266 and 507%, respectively (Fig. 5A). Similarly,

in another series of experiments basal migration of neutrophils under CXCL8/IL-

8 (0.1, 1 or 10 nM) exposure alone increased by 27, 63 and 222% respectively
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and a pretreatment of neutrophils with Ang2 increased their mediated toward

CXCL8/IL-8 (0.1, 1 or 10 nM) by 41, 150 and 363%, respectively (Fig. 5B).

As both angiopoietins and CXCL8/IL-8 increase neutrophil migration

through the activation of PI-3K pathway, we hypothesized that it could be

implicated in the priming effect of angiopoietins on CXCL8/IL-8-mediated

neutrophil migration. To address this issue, neutrophils were initially pretreated

for 15 minutes with wortmannin (100 nM) or LY294002 (5 tM) prior to the

addition of PBS, Angi or Ang2 (10 nM) for an additional 15 minutes exposure.

Then, neutrophils were added to the upper chambers allowing them to migrate

toward CXCL$/TL-8 (10 nM) gradient for 60 minutes.

In the current set of experiments, pretreatment of neutrophuls with

wortmannin and LY294002 partially blocked (50 and 51%, respectivety)

CXCL$IIL-8-mediated neutrophil migration. If the priming effect of

angiopoietins on CXCL8/IL-8-mediated neutrophil migration is PI-3K-dependent,

thus, the inhibition of angiopoietins priming effect by PI-3K inhibitors should

decrease the migration of neutrophils to the level mediated by CXCL8IIL-8 in

presence of PI-3K inhibitors (fig. 6A; dottcd une). Pretreatment of neutrophils

with wortmannin or LY294002 decreased by 70 and 79% the priming effect of

Angi and by 88 and 82% the priming effect of Ang2 on CXCL$/IL-$-mediated

neutrophil migration (Fig. 6A).

As the activation of PI-3K pathway is involved in angiopoietins priming

effect on CXCL8/TL-8-mediated neutrophil migration, we then tested the capacity

of angiopoietins to potentiate CXCL$/IL-8-mediated Akt phosphorylation.

Treatment of neutrophils with CXCL8IIL-$ (0.1 and I nM; 2 minutes) did flot

mediate Akt phosphorylation, whereas a treatment with CXCL8IIL-8 (10 nM)
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induced Akt phosphorylation (28-fold increase) as compared to PBS-treated celis

(Fig. 6, B and C). Combination of AngI (0.1, 1 and 10 nM) to suboptimal

CXCL$/IL-8 (1 nM) concentration, potentiated Akt-phosphorylation by 2.1-, 3.9-

and 7.0-fold respectively, as compared to CXCL$ITL-$ alone (1 nM; Fig. 6B).

Similarly, cotreatment of neutrophils with increasing concentrations of Ang2 (0.1,

I and 10 nM) plus CXCL8/IL-8 (1 nM) potentiated as weII by 1.3-, 5.1- and 4.8-

fold respectively, the phosphorylation of Akt mediated by CXCL$IIL-$.

Cotreatment of neutrophils with AngI or Ang2 (0.1, 1 and 10 nM) did not provide

a synergistic effect on Akt-phosphorylation mediated by the Iowest and the

highest concentrations of CXCL8/IL-8 (0.1 and 10 nM; Fig. 6, B and C).
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DISCUSSION

In the present study, we showed that both Angi and Ang2 possess a similar

agonistic capacity to mediate neutrophil migration through the activation of PI-3K

pathway. These data are in accordance with our previous findings in which we

defined proinflammatory activities of angiopoietins in neutrophils. Furthermore,

we have observed that both angiopoietins can potentiate the effect ofCXCL8IIL-8

on neutrophil migration.

Both Angi and Ang2 promote neutrophil migration through Tie2 activation

Classically, Tie2 was recognized as being expressed on endothelial and

hematopoietic stem cells (122). However, we recently detected Tie2 expression

on neutrophils by RT-PCR, confocal microscopy and immunocytochemistry and

reported the capacity of Angi and Ang2 to induce PAF synthesis, 32-integrin

functional upregulation and neutrophil adhesion onto extracellular matrix and

endothelial celis (EC) (127). During the same time, Tie2 receptor expression was

observed on eosinophils and neutrophils by RT-PCR and flow cytometry (146,

147). In eosinophils, Feistritzer et al. observed that Angi has a chemotactic

activity which is partially driven through PI-3K activation, whereas Ang2 has no

or a marginal effect (147). In neutrophils, Stum et al. reported that both

angiopoietins promote chemotaxis, however, they did flot address the contribution

of PI-3K pathway (146). By FACS analysis we confirmed our initial data

demonstrating Tie2 expression on neutrophils (127), which is in agreement with

the observation made by Sturn and colteagues (146).

Using a modified Boyden chamber assay, we demonstrate that

angiopoietins increase concentration-dependently the migration of neutrophils in



110

a beil-shape manner. Maximal agonistic activity is observed at I nM, whereas, at

a higher concentration (10 nM), Angi and Ang2 loose their capacity to promote

neutrophil migration. This latter observation is in une with previous studies

where we observed a similar beIl-shape response, nameÏy VEGF-A165- and

angiopoietins-mediated endothelial P-selectin translocation, angiopoietins

mediated PAF synthesis (127, 128). This phenomenon can be explained by the

fact that the binding of a ligand to a receptor tyrosine kinase induces receptor

hetero- and homodimerization, which is essential to trigger receptor

autophosphorylation and signal transduction (128, 293). However, an

overabundance of ligands impedes receptors dimerization (294). In addition, by

using an antibody capable of blocking angiopoietins/Tie2 interaction we

demonstrate that neutrophil migration mediated by both angiopoietins is Tie2-

dependent.

PI-3K activation pathway is essential to angiopoietins-mediated neutrophil

migration

In ECs, AnglITie2 interaction activates PI-3KJAkt, p42144 and p38 MAPK

pathways (119, 164, 184, 185, 202, 295, 296), while Ang2/Tie2 interaction

mediates PI-3KIAkt signal transduction (124). More recently, we observed that

Ang2 is also capable to activate p38 and p42144 MAPK pathways with a similar

kinetic as induced by AngI (128). Furthermore, we reported that both

angiopoietins promote similarly endothelial PAF synthesis, and the

aforementioned intracellular pathways are contributing to angiopoietins-mediated

PAF synthesis (128).
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In the current study, we observed that a pretreatment with two PI-3K

inhibitors prevented angiopoietins-mediated neutrophil migration, whereas the

blockade of p38 and p42144 MAPK activity had no such effect. Our data are in

une with previous studies reporting that PI-3K activation is essential for Angi

and Ang2-mediated EC survival, migration and sprouting (124, 125, 166, 180,

181), whereas the activation of p38 and p42/44 MAPKs by angiopoietins

modulate ceil survival (184). In addition, our data demonstrate that in

neutrophils, PI-3K activation is essential to both Angi and Ang2-chemotactic

properties, whereas in eosinophils, Angi-chernotactic activity is predominant and

partially dependent onto PI-3K activation (147).

Since Akt is a target of PI-3K signalling upon stimulation of neutrophils

with various proinflammatory cytokines (297), we assessed the capacity of

angiopoietins to induce Akt phosphorylation. We observed that Angi and Ang2

can induce a very rapid and transient phosphorylation of Akt in neutrophils. Our

data are in agreement with the previous study, in which a similar Akt kinetic

activation was observed upon stimulation of neutrophuls with chemoattractants

including CXCL8/IL-8 and fMet-Leu-Phe (fMLP) (297).

Angi andAng2 potentiate cXCL8/IL-8-mediated neutrophiÏ migration

Stimulation of ECs by proinflammatory mediators can induce the release of Ang2

and CXCL8/IL-8 from Weibel-Palade bodies (WPBs), which promotes neutrophil

migration and their adhesion onto ECs (127, 138, 177). Since we observed that

PI-3K activation contributes to angiopoietins chemotactic activity on neutrophils,

and that different studies provided evidence that PI-3K activation contributes to
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CXCL2JIL-$ chemotactic properties (281, 283), we thus hypothesized that

angiopoietins might modulate CXCL$IIL-8 -mediated neutrophil migration.

Herein, we show that CXCL8/IL-8 increases migration of neutrophils in a

beli-shape manner, which is in agreement with previous reports (298-300). Our

data are in une with previous studies indicating that PI-3K pathway activation

contributes to CXCL8/IL-8-mediated neutrophil migration (281, 283). We

observed that a pretreatment with PI-3K inhibitors prevented neutrophil migration

induced by CXCL8/IL-8 (1 nM). However, identical pretreatment reduced by

about 50% the migration of neutrophils mediated by CXCL8/IL-8 (10 nM),

despite the fact that those PI-3K inhibitors were capable to prevent CXCL8/IL-8

(10 nM) mediated Akt phosphorylation. The difference betwecn the effects of PI-

3K inhibition on neutrophil migration induced by CXCL8[IL-8 at I nM versus 10

nM might be explained by the stimulation of additional pathway(s) independently

from PI-3KJAkt activation. However, based on our current data, we can discard

the contribution of p38 and p42144 MAPK pathways since their inhibition had no

effect on CXCL8IIL-8 (10 nM) chemotactic activity.

Our data showed that a pretreatment of neutrophils with Angi or Ang2

even at the highest concentration did flot promote their migration in absence of

chemotactic mediators, but potentiated neutrophil migration response toward

CXCL$IIL-$ (Figure SA and B). These data suggest that neutrophil activation by

Angi and Ang2 is priming their migration toward chemotactic mediators such as

CXCL8IIL-8. By Western blot analyses, we also observed the capacity of Angi

and Ang2 to potentiate Akt phosphorylation mediated by suboptimal CXCL8/IL-8

concentration, which per se is insufficient to increase basal level of Akt

phosphorylation. Finally, by using selective PI-3K inihibitors, we observed that
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the potentiating activity of Angi and Ang2 on CXCL8/IL-8-mediated neutrophil

migration is driven through PI-3K activation.

In a recent study, we observed under in vitro condition that both Angi and

Ang2 can promote a rapid and transient endothelial P-selectin transiocation and

neutrophil adhesion onto activated endothelial celis. Under in vivo condition,

Roviezzo et al. reported that a subcutaneous injection of Ang2 in mouse air pouch

model promoted transmigration of circulating leukocytes, whereas Angi did not

induce such effect. Taken together, these data show that under in vitro

conditions, both angiopoietins can share common proinflammatory activities.

However, under in vivo conditions, Angi and Ang2 may have a different capacity

to support a prolong adhesion of leukocytes onto endothetial ceils and

subsequently, their transmigration.

In summary, we observed that both angiopoietins promote neutrophil

chemotaxis through the activation of PI-3K pathway. In addition, both

angiopoietins have the capacity to potentiate CXCL8/IL-8 chemotactic activity on

neutrophils.
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FIGURE LEGENDS

Fig. 1. Detection of Tie2 expression on neutrophul ceil surface by FACScan

analysis. Neutrophils were incubated with mouse monoclonal Tie2 IgGi (@Tie2;

1, 5 or 10 igIml) or with control mouse isotypic IgG1 (controt IgG1; 1, 5 or 10

ig/ml). Neutrophils were then incubated with a secondary goat anti-mouse FlIC-

con jugated IgG (1:100). Flow cytometric analysis (10,000 events) was performed

using a FACScan. Representative analysis of 3 independent experiments.

Fig. 2. Ang I and Ang2 mediate neutrophil migration through Tie2 activation.

Neutrophils were added to the upper wells of a modified Boyden chamber

apparatus and the lower wells were filled with RPMI ± PBS, Angi or Ang2 (0.1

to 10 nM; A). In another series of experiments, neutrophils were pretreated with

a blocking goat anti-human T1e2 IgG (@Tie2; 5 or 10 tg/ml) or control goat

isotypic IgG (IgG; 5 or 10 igIml) for 15 minutes prior to the addition of

neutrophils in the upper we]ls of a modified Boyden chamber apparatus in which

the lower wells were filled with RPMI ± PBS, Angi or Ang2 (1 nM) (B).

Treatment with CXCL8/IL-8 (25 nM; lower wells) was used as positive control.

Migrating ceïls were flxed, stained and counted under light microscopy at 400X

magnification. Values are means ± SEM of at Icast 3 independcnt experiments.

, p <0.05, , p < 0.01 and , p < 0.001 compared to PBS, t, p < 0.05, tt, p <

0.01 and ttt, p < 0.00 1 as compared to corresponding agonist.
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Fig. 3. Angiopoietins-mediated neutrophil migration requires PI-3K signal

transduction. Neutrophils were pretreated with two unrelated selective inhibitors

for PI-3K, wortmannin (w1, 10 nM; W2, ioo nM) or LY294002 (LY1, 0.5 tM;

LY2, 5 tM) for 15 minutes prior to the addition of neutrophils in the upper wells

of a modified Boyden chamber apparatus in which the lower wells were filled

with RPMI ± PBS, AngI or Ang2 (I nM; A). The celis were then processed and

analyzed as detailed for Figure 2. In another set of experiments, neutrophils were

stimulated with AngI (B), or Ang2 (C; I nM) for up to 30 minutes at room

temperature. Western blot analyses were performed with an anti-phospho-Akt (p

Akt) IgG. Membranes were then stripped and corresponding protein expression

determined by using an anti-Akt IgG.

Fig. 4. CXCL$/IL-8-mediated neutrophil migration requires PI-3KIAkt signal

transduction. Neutrophils were added to the upper wells of a modified Boyden

chamber; the lower wells were filled with RPMI ± PBS or CXCL8IIL-$ (0.001 to

50 nM; A). In a second set of experiments, neutrophils were pretreated with

wortmannin (W1, 10 nM; W2, 100 nM) or LY294002 (LY1, 0.5 iM; LY2, 5 .tM)

for 15 minutes prior to the addition of neutrophils in the upper wells and the lower

wells were filled with RPMI ± PBS or CXCL8/IL-8 (1 or 10 nM; B). The celis

were then processed and analyzed as detailed for Figure 2. In another set of

experiments, neutrophils were stimulated with PBS or CXCL8/IL-8 (0.00 1 to 50

nM) for 2 min (C), neutrophils were also pretreated with wortmannin (W1, 10 nM;

w2, ioo nM) or LY294002 (LY1, 0.5 jiM; LY2, 5 tM) for 15 minutes prior

stimulation with PBS or CXCL8/IL-8 (10 nM; 2 minutes; D). Western blot

analyses of Akt activation were performed as detailed for Figure 3.
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Fig. 5. Angiopoietins enhance CXCL8/IL-$-mediated neutrophi I migration.

Neutrophils were pretreated (Pre-Tx) with Angi (A) or Ang2 (B; 0.1, 1 or 10 nM)

for 15 minutes prior to the addition of neutrophils in presence of corresponding

Angi- or Ang2- conditioned media in the upper wells of a modified Boyden

chamber apparatus in which the Iower wells (Bottom IL-8) were filled with RPMI

± PBS or CXCL8IIL-8 (0.1, 1 or 10 nM). Following a sixty minute incubation

period at 37°C, the celis were then processed and analyzed as detailed for Figure

2. *, p <0.05 compared to PBS or CXCL8/IL-8 (0.1, 1 or 10 nM). N.S., Not

significant.

Fig. 6. Angiopoietins potentiate CXCL8IIL-8-mediated neutrophi I migration

through PI-3K/Akt activation pathway. Neutrophils were initially pretreated with

wortmannin (W2; 100 nM) or LY294002 (LY2; 5 tM) for 15 minutes, which was

foÏlowed by the addition of PBS, Angi or Ang2 (10 nM) for an additional 15

minutes of pretreatment. Neutrophils were then added to the upper wells of a

modified Boyden chamber apparatus, the lower wells were filled with RPMI ±

PBS or CXCLS/IL-8 (10 nM; A). following a sixty minute incubation period at

37°C, the ceils were then processed and analyzed as detailed for Figure 2. *, p <

0.05 compared to PBS; t, p < 0.05 compared to CXCL8/IL-8 (10 nM) ± PBS,

Angi or Ang2, and z\, p < 0.05 compared to CXCL8/IL-8 (10 nM) + PBS. In

another set of experiments, neutrophils were stimulated with PBS, CXCL8/IL-$

(0.1, 1 or 10 nM) ± AngI (0.1, 1 or 10 nM; B) or Ang2 (0.1, 1 or 10 nM; C) for 2

minutes at room temperature. Western blot analyses of Akt activation were

performed as detailed for Figure 3.
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4.0 DISCUSSION

4.1 Hyperperméabilité vasculaire induite par la famille du VEGF

Notre laboratoire a montré que l’hyperperméabilité vasculaire engendrée par le

VEGF-A165 est médiée par la synthèse endothéliale de PAF (252). De plus, nous

avons identifié les voies de signalisation requises pour cette synthèse de PAF dans

les celluLes endothéliates (66, 105, 253-255). D’autre part, des équipes de

recherche ont montré que le NO est un médiateur de l’augmentation de la

perméabilité vasculaire induite par le VEGF-A165 (74). Ainsi, au cours de la

première étude, nous avons déterminé la capacité des membres de la famille du

VEGF à moduler la perméabilité vasculaire et nous avons évalué la contribution

du PAF et du NO dans cet effet inflammatoire du VEGF. Nos travaux ont permis

de démontrer que l’hyperperrnéabilité induite par la famille du VEGF est médiée

via le VEGFR-2 et que l’activation du complexe VEGFR-2/NRP-l est

responsable de l’effet maximal observé sous un traitement au VEGF-A165. De

plus, les résultats de notre étude suggèrent que le PAF est un médiateur essentiel,

tandis que le NO, qui per se n’affecte pas l’intégrité vasculaire, est un cofacteur

de l’hyperperméabilité induite par le VEGF-A165.

4.2 Validation du modèle expérimental

Tout d’abord, nous avons validé notre modèle expérimental en effectuant des

injections intradermiques de PBS, de VEGF-A16 ou de PAF dans l’oreille de

souris suivant une injection intraveineuse de bleu d’Evans. Ce dernier lie les

protéines plasmatiques, plus spécifiquement l’albumine, et par conséquent, est un

marqueur de l’exsudation des protéines (301). Tel qu’appréhendé, uniquement

les injections intradermiques de VEGF-A165 et de PAF dans l’oreille de souris ont
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induit l’exudation du bleu d’Evans dans le derme. Cette observation est en accord

avec les études antérieures montrant que le VEGF-A165 et le PAF augmentent la

perméabilité vasculaire aux macromolécules (8, 302). Puisque ces médiateurs

proinflammatoires sont également reconnus pour engendrer une

hyperperméabilité à l’eau et aux ions (206), nous avons effectué une analyse

histologique des oreilles de souris traitées au PBS, au VEGF-A165 et au PAF.

L’examen à l’aide de la microscopie optique a révélé un épaississement tissulaire

des oreilles injectées au VEGF-A165 et au PAF comparativement au PBS

supportant la présence d’un oedème tissulaire. Ensemble, ces observations

confirment la validité du modèle expérimental dans le but d’évaluer la

perméabilité vasculaire aux solutés (oedème) et aux macromolécules (albumine-

bleu d’Evans) induite par le VEGF-A165 et par le PAF.

4.3 Le VEGFR-2 est responsable de I’hyperperméabllité induite par les

membres de la famille du VEGF

Afin de discriminer le rôle des récepteurs du VEGF dans la perméabilité

vasculaire, nous avons utilisé une approche d’agonistes sélectifs. Nos résultats

ont montré que le VEGF-A165, le VEGF-A121, le VEGF-C et le VEGF-D, tous des

agonistes du VEGFR-2, ont augmenté la perméabilité vasculaire. D’un autre

coté, les agonistes du VEGFR-1, le VEGF-B et le PIGf-l, ont été incapables

d’induire un tel effet. En tenant compte du fait que le VEGf-C et le VEGF-D

sont également des agonistes du VEGFR-3, il est raisonnable de penser que leur

effet inflammatoire pourrait être médié par ce récepteur. Toutefois, Joukov et

coll. ont rapporté qu’un mutant du VEGF-C (ANACI56S-VEGF), devenu un

ligand spécifique du VEGFR-3, ne possède plus la capacité d’induire
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l’hyperperméabilité vasculaire (51). Cette dernière observation et nos résultats

suggèrent que l’activation du VEGFR-2 est requise et suffisante afin d’induire

l’hyperperméabilité de la famille du VEGF. Cette conclusion est aussi supportée

par le fait que le VEGF-E, qui est un agoniste spécifique du VEGFR-2 et du co

récepteur NRP-1, induit l’accroissement de la perméabilité vasculaire (303).

4.4 La NRP-1 potentialise l’hyperperméabilité vasculaire induite par le

VEGF-A165

La présence exclusive de l’exon 7 dans le VEGF-A165, qui est absent du VEGF

A121, du VEGF-C, du VEGf-D et du PIGF-I mais nécessaire pour la liaison du

VEGF-A165 à la NRP-1, nous a permis d’évaluer la contribution de la NRP-l dans

l’augmentation de la perméabilité induite par les analogues du VEGF. Nos

données révèlent que l’injection du VEGf-A165 est approximativement trois fois

plus puissante que celle du VEGF-A121, du VEGF-C et du VEGF-D pour induire

l’exsudation des protéines plasmatiques. Ces résultats suggèrent que la NRP-l

potentialise l’hyperperméabilité induite par le VEGF-A165. Ce phénomène

s’explique par la capacité de la NRP-1 de former un complexe avec le VEGFR-2,

qui par conséquent, augmente l’affinité du VEGF-A165 pour le VEGfR-2 (94).

En accord, plusieurs études ont démontré que la NRP-1 potentialise les effets du

VEGFR-2 incluant la migration endothéliale, la prolifération cellulaire, la

synthèse de PGI2 et l’adhésion des neutrophiles aux cellules endothéliales (43, 67,

104, 105). De surcroît, une étude réalisée par notre laboratoire a montré que les

cellules endothéliales issues d’aortes porcines (PAEC) cotransfectécs avec la

NRP-1 et le VEGFR-2 synthétisent davantage de PAF en réponse au VEGF-A165

que les PAEC transfectées avec le VEGFR-2 seul (105). Ces données suggèrent
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que la synthèse endothéliale de PAF est maximale sous un traitement au VEGF

A16 due à sa liaison au complexe VEGFR-2INRP-l. Cette observation nous

permet donc de supposer que l’exudation maximale des protéines plasmatiques,

qui est observée suite à une injection de VEGF-A165, pourrait être médiée par une

synthèse accrue de PAF causée par l’effet potentiateur de la NRP-l sur le

VEGfR-2.

Fait intéressant, Becker et coli. ont rapporté que les souris transgéniques

surexprimant le VEGF-A165 présente un oedème pulmonaire pouvant être inhibé

avec un anticorps dirigé contre la NRP-1 (304). Par conséquent, les auteurs ont

suggéré que la présence de la NRP-l est requise pour supporter

l’hyperperméabilité du VEGF-A165, du moins au niveau pulmonaire. À la lumière

de cette observation, il semble que l’importance de la NRP-1 dans

l’hyperperméabilité du VEGF-A165 peut varier en fonction de certaines

conditions, par exemple: stimulation aiguê versus chronique etfou tissus exposés.

Nous pouvons conclure que la NRP-l joue un rôle clé dans I’hyperperméabilité

induite par le VEGF-A165.

4.5 Le PAF est un médiateur de l’hyperperméabilité induite par la famille

du VEGF

Tel que mentionné précédemment, les docteurs Sirois et Edelman ont montré que

le prétraitement de rats avec un antagoniste du PAF a prévenu l’exudation des

protéines plasmatiques induite par le VEGF-A165 et ce, dans tous les organes

examinés (252). D’un autre coté, Murohara et cou, ont rapporté que le

prétraitement de cochons d’inde avec un antagoniste du PAF n’a pas atténué
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l’hyperperméabilité observée suite à une injection sous-cutanée de VEGF-A165

(74). Or, une comparaison entre l’étude initiale des docteurs Sirois et Edelman

par rapport à celle de Murohara et coil. permet de soulever certains éléments qui

expliqueraient cette différence, incluant le choix des antagonistes ainsi que la

dose à laquelle ils ont été utilisés. En effet, dans l’étude de Sirois et Edelman, le

BN52021 a été sélectionné et injecté à une dose de 10 mg/kg, tandis que

Murohara et coll. ont choisi de prétraiter les cochons d’inde avec le CV6209 à une

dose de 2 mg/kg (305). Or, dans la présente étude, afin de pallier aux éléments

énumérés ci haut, deux antagonistes supplémentaires du PAF, soit le LAU$0$0 et

le CV3988, ont été administrés chez la souris à une dose de 20 mg/kg. Nos

données ont montré que les deux antagonistes préviennent l’exudation des

protéines plasmatiques induite par le VEGF-A165 supportant l’hypothèse que le

PAF est un médiateur essentiel à l’hyperperméabilité induite par le VEGF-A165.

Il est important de mentionner que ces antagonistes ont également bloqué la

perméabilité vasculaire induite par le PAF validant ainsi leur spécificité.

D’autre part, les différences entre nos études et celle de Murohara et colI. peuvent

s’expliquer aussi par le fait que la synthèse endothéliale de PAF en réponse au

VEGF-A155 peut varier en fonction du tissu examiné etlou de l’espèce animale.

En effet, des études réalisées par notre laboratoire ont montré que les CE issues

d’aortes de boeuf (BAEC) génèrent une synthèse de PAF plus importante en

réponse au VEGF-A165 que les CE issues de veines ombilicales humaines

(HUVEC) (43).
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4.6 Le NO est un cofacteur de l’hyperperméabilité médiée par la famille du

VEGF

Contrairement au PAF, la capacité du NO d’augmenter per se la perméabilité

vasculaire est plus controversée. Certaines études ont rapporté que non seulement

l’application d’un donneur de NO n’induit pas la perméabilité dans certains lits

vasculaires (74, 306-308), mais qu’elle peut réduire la perméabilité basale (309).

D’un autre coté, d’autres études ont rapporté que les donneurs de NO augmentent

la perméabilité vasculaire (55, 310). Cette variabilité peut être attribuée au fait

que l’administration de forte dose de NO peut favoriser la formation de radicaux

libres de l’oxygène, notamment le peroxynitrite, et ainsi engendrer une

hyperperméabilité vasculaire (311, 312).

Compte tenu de cette variabilité, nous avons voulu définir la contribution du NO

dans la perméabilité vasculaire induite par le VEGF-A165. Aussi, afin que le NO

soit considéré comme un médiateur de l’hyperperméabilité vasculaire du VEGF

A, les conditions suivantes doivent être respectées:

1) le VEGF-A induit la synthèse de NO dans les CE,

2) l’inhibition de la production de NO bloque l’hyperperméabilité induite par

le VEGF-A165,

3) l’application d’un donneur de NO engendre un accroissement de la

perméabilité vasculaire de façon similaire à celle du VEGF-A165.

Premièrement, plusieurs groupes de recherche incluant le notre ont montré que le

VEGF-A165 induit la production de NO et de GMPc dont la cinétique est

compatible avec celle de l’hyperperméabilité vasculaire médiée par le VEGF-A165
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(74, 75, 313). Deuxièmement, dans la présente étude, nous avons observé que le

prétraitement des souris avec le L-NAME, un inhibiteur de la eNOS, a prévenu

l’hyperperméabilité induite par le VEGF-A165. Toutefois, nos résultats montrent

que l’injection intradermique de nitropmssiate de sodium (SNP), un donneur de

NO, dans l’oreille de souris n’a pas affecté ta perméabilité vasculaire. Puisque

cette dernière condition n’a pas été respectée, mais que les deux premières ont été

remplies, nos résultats suggèrent que le NO est un cofacteur dans

l’hyperperméabilité induite par le VEGf-A165.

Cette conclusion repose en partie sur l’absence d’effet de la part du SNP et de

l’acétylcholine sur la perméabilité vasculaire. Or, il est possible d’argumenter que

le SNP et l’acétylcholine n’augmentent pas la perméabilité vasculaire parce qu’ils

n’affectent pas les CE responsables de ce phénomène, ce qui, par conséquent,

invaliderait la conclusion. Le SNP est un composé chimique dont le métal de

transition relâche du NO suivant son contact avec les groupements thiols (314).

Ces derniers sont présents dans la chaîne latérale de certains acides aminés. Par

conséquent, le SNP est un donneur de NO agissant de façon non-sélective sur les

cellules. Ainsi, il y a peu de chance que les CE des veinules post-capillaires

n’aient pas été affectées par ce traitement. À l’appui, Kiabunde et coll. ont

démontré que le SNAP, un autre donneur de NO similaire au SNP, augmente le

diamètre des vaisseaux de la microcirculation dans la joue de cochon d’inde sans

toutefois accroître la perméabilité de ces vaisseaux (307). Quant à

l’acétylcholine, son action vasodilatatrice est médiée par le récepteur

muscarinique 3 (M3) localisé à la surface endothéliale. En dépit qu’il est reconnu

que l’acéthylcholine induit une vasodilatation artérioveineuse, la localisation
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précise de M3 dans l’arbre vasculaire a été peu étudiée. Par conséquent, il serait

pertinent de déterminer si le récepteur M3 est présent spécifiquement sur les CE

des veinules post-capillaires et ce, afin de supporter nos observations.

Par ailleurs, suite au prétraitement des souris avec le L-NAME, nous avons

observé une vasoconstriction artérioveineuse partielle dans l’oreille de souris

semant un doute quant à l’effet anti-inflammatoire du L-NAME. En effet, la

production basale de NO permet le maintien d’une dilation artérioveineuse et par

conséquent, il est raisonnable de penser que la constriction partielle générée par le

L-NAME pourrait affecter l’hyperperméabilité médiée par le VEGF-A165. Afin

d’évaluer cette possibilité, nous avons reproduit la vasoconstriction du L-NAME

avec la phényléphrine, un agoniste a-adrénergique. Nos résultats ont montré que

la vasoconstriction induite par la phényléphrinc n’a pas affectée

l’hyperperméabilité induite par le VEGF-A165. Ainsi, ces données démontrent

que la capacité du L-NAME à prévenir l’hyperperméabilité induite par le VEGF

A165 est indépendante de la vasoconstriction partielle que nous avons observée.

De plus, ces résultats supportent notre hypothèse initiale que le NO est un

cofacteur intracellulaire dans l’hyperperméabilité du VEGF-A165

indépendamment de sa capacité à moduler le tonus vasculaire.

La GCs est un des principaux effecteurs du NO et son produit, la GMPc, est

associé à plusieurs des pathologies impliquant une dysfonction de la production

du NO notamment la neurodégénérescence, la dysfonction érectile et

l’hypertension (315). De plus, une étude antérieure effectuée par notre laboratoire

a démontré que la stimulation des BAEC avec le VEGF-A165 induit la production
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de GMPc et que celle-ci est dépendante de l’activation de la eNOS (75). Aussi,

l’utilisation d’analogues stables de la GMPc permet de reproduire certaines des

activités biologiques médiées par le NO (316, 317). Par conséquent, nous avons

évalué la contribution de la GCs dans l’augmentation de la perméabilité

vasculaire induite par le VEGF-A165. Similairement au prétraitement avec le L

NAME, nos données ont montré que le prétraitement des souris avec un inhibiteur

de la guanylate cyclase, le 1 H-(1, 2, 4) oxadiazolo (4, 3-ci) quinoxalin-1-one

(ODQ), prévient l’exsudation des protéines plasmatiques induite par le VEGF

A165. Ces résultats indiquent que l’activation de la voie eNOS/NO/GCs/GMPc est

nécessaire à l’hyperperméabilité induite par le VEGF-A165. Toutefois, nos

résultats ne permettent pas d’identifier le ou les isoformes de la GCs impliqués

dans la perméabilité vasculaire induite par le VEGF-A165. Plusieurs isoformes de

la GCs ont été identifiés (318) et l’inhibiteur utilisé dans notre étude ne permet

pas de différencier les isoformes.

Fait intéressant, les souris transgéniques surexprimant le peptide auriculaire

natriurétique (ANP) montre une résistance à l’hyperperméabilité induite par le

VEGF-A164 (319). Or, le récepteur de l’ANP est du type guanylate cyclase, qui

génère du GMPc en réponse à l’ANP et, il a été rapporté que le GMPc ainsi

produit est responsable de l’effet anti-inflammatoire de l’ANP (319). Ces

résultats semblent conflictuels avec ceux de notre étude, qui démontre que le

GMPc a des effets proinflammatoires. Les raisons de cet effet bivalent du GMPc

dans la perméabilité vasculaire du VEGF-A165 ne sont pas flagrantes, mais

l’activation de voies cellulaires localisées pourrait être en cause. En effet,

puisque le récepteur de l’ANP est membranaire, il est raisonnable de penser que
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les cibles du GMPc sont membranaires ou à proximité. De fait, il a été montré

que l’ANP, via le GMPc, active la PKG qui peut moduler les canaux ioniques

membranaires (319, 320). D’autre part, le GMPc généré par la GCs agirait via les

phosphodiestérases cytosoliques (206, 321) supportant des effets

proinflammatoires. Ainsi, l’effet net du GMPc dépendrait de la localisation

cellulaire de la GC (cytosolique versus membranaire) et de l’activation des voies

de signalisation à proximité.

4.7 L’inhibition de l’AMPcJPKA est une cible de la voie eNOS/NO induite

par le VEGf-A165

Dans les plaquettes, il a été démontré qu’une augmentation de GMPc a pour effet

de stimuler la phosphodiestérase de type II, qui possède pour substrat I’AMPc,

engendrant ainsi une diminution de l’AMPc (322). Or, dans les CE, l’AMPc

promeut l’intégrité vasculaire par l’entremise de la PKA, une kinase dépendante

de l’AMPc (206, 323). Par conséquent, nous avons émis l’hypothèse que

l’activation de la voie eNOS/NO/GCs/GMPc par le VEGf-A165 aboutit à

l’inhibition de la cAMP/PKA établissant ainsi un environnement

proinflammatoire. Tout d’abord, l’inhibition de la PKA n’a pas affecté la

perméabilité basale ni celle induite par le VEGf-A165. En revanche, nos résultats

ont montré que l’inhibition de la eNOS ou de la GCs prévient l’hyperperméabilité

induite par le VEGF-A165. Nos données révèlent que l’inhibition concomitante de

la eNOS et de la PKA rétablit l’hyperperméabilité induite par le VEGF-A165.

Aussi, ces résultats supportent notre hypothèse initiale et poussent d’un cran

additionnel les connaissances actuelles sur la signalisation cellulaire impliquée

dans l’hyperperméabilité induite par le VEGF-A165.
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Il est à noter que le prétraitement des souris avec le L-NAME a aussi bloqué

l’hyperperméabilité médiée par le PAF, ce qui est en accord avec les études

rapportant que l’inhibition enzymatique de la eNOS prévient l’accroissement de

la perméabilité vasculaire induite par l’histamine, l’ADP, la bradykinine, les

ionophores, l’ATP, le PAF et le VEGF-A165 (pour revue voir (206)). Ainsi, nos

résultats montrent que le NO contribue à la perméabilité vasculaire induite tant

par le VEGF-A165 que par le PAF. De plus, le PAF participe à

l’hyperperméabilité induite par le VEGF-A165. Afin d’intégrer ces résultats, deux

modèles peuvent être envisagés. Premièrement, l’effet perméabilisant du VEGF

A165 pourrait être le résultat d’une relation linéaire impliquant successivement le

PAF et le NO. Deuxièmement, le VEGF-A165 pourrait induire de façon parallèle

la synthèse du NO et du PAF, et le PAF, à son tour, pourrait induire la synthèse

du NO. Ainsi, ce dernier modèle suggère que la synthèse de NO induite par le

VEGF-A est biphasique. À l’appui, notre laboratoire a rapporté que le VEGF

A165 induit la synthèse de GMPc, un effecteur du NO, de façon biphasique (75).

De surcroît, le fait que le PAF ne contribue pas à toutes les activités biologiques

du VEGF-A supporte aussi le second modèle. La vasodilatation induite par

VEGF-A est indépendante de la synthèse de PAF, mais dépendante de la

production de NO suggérant qu’il ne s’agit pas du modèle de relation linéaire.

Toutefois, nos données ne permettent pas de départager entre les deux modèles et

des expériences additionnelles seraient nécessaires afin d’y parvenir. Par exemple,

la mesure en temps réel de la synthèse de NO pourrait être utile. En effet, dans le

cas d’un modèle de type parallèle, une synthèse biphasique serait probablement

observée avec un premier maximum induit par le VEGF-A suivi d’un deuxième

maximum médié par le PAF. Néanmoins, à partir de nos résultats, il apparaît que
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l’activation de la voie eNOS permet l’établissement d’un environnement

proinflammatoire nécessaire à l’augmentation de la perméabilité vasculaire par les

médiateurs inflammatoires.

4.8 Contribution du PAF et du NO dans la phosphorylation de la VE

cadhérine engendrée par le VEGF-A165

Des études récentes ont démontré que le PAF et le VEGF-A165 induisent la

phosphorylation de la VE-cadhérine et des autres protéines de la jonction

adhérente (37, 219). Or, la phosphorylation des protéines de la jonction cellulaire

a pour effet de favoriser la dissociation de la VE-cadhérine du cytosquelette

d’actine et l’augmentation de la perméabilité vasculaire (212). Aussi, afin de

délimiter davantage le rôle du PAF et du NO dans la perméabilité vasculaire

induite par le VEGf-A165, nous avons évalué leur contribution respective dans la

phosphorylation de la VE-cadhérine induite par le VEGF-A165. Le prétraitement

des HUVEC avec un antagoniste du récepteur du PAF a complètement bloqué la

phosphorylation de la VE-cadhérine médiée par le VEGF-A165. En revanche,

l’inhibition spécifique de la eNOS ou de la GCs a partiellement inhibé cette

phosphorylation. En accord, une autre équipe de recherche a démontré que

l’inhibition de la eNOS réduit partiellement la redistribution de la VEcadhérine à

la jonction endothéliale induite par le VEGF-A165 (324). Ainsi, nos résultats

suggèrent que le NO pourrait en partie contribuer à l’hyperperméabilité induite

par le VEGF-A165 en inhibant l’effet stabilisateur de l’AMPcIPKA et en induisant

la phosphorylation de la VE-cadhérine.
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4.9 Perspectives

Dans l’éventuelle poursuite de ce projet, certaines expériences permettraient de

délimiter davantage le rôle du PAF et du NO dans la perméabilité vasculaire

induite par le VEGF-A165. Par exemple, l’actine est reconnue pour contribuer à

l’hyperperméabilité vasculaire engendrée par les médiateurs inflammatoires (325,

326). La polymérisation de I’actine agit de concert avec le relâchement des

jonctions intercellulaires pour former des brèches et favoriser le passage des

protéines, des ions et des molécules d’eau (206). De plus, il a été démontré que le

VEGF-A165 induit la formation de fibres de stress dans les cellules endothéliales

(83, 85). Aussi, une approche intéressante consisterait à visualiser par

microscopie confocale la formation des filaments d’actine induite par le VEGF

A165 et à évaluer la contribution du NO et du PAF dans ce phénomène.

La FAK est une protéine cytoplasmiqtie retrouvée au sein du complexe

d’adhérence focale et son activation par les intégrines, les facteurs de croissance

et les cytokines entraîne son autophosphorylation, qui se traduit par la

transmission de signaux. La FAK a été impliquée dans plusieurs processus

incluant la migration et la survie cellulaire (327). De plus, une étude récente a

démontré que l’inhibition de la FAK réduit l’hyperperméabilité vasculaire induite

par le VEGF-A165 (328). Il a été proposé qu’il y a une relation directe entre la

phosphorylation de la FAK et l’hyperperméabilité vasculaire (329). Ainsi, il

serait intéressant d’évaluer la contribution du PAF et du NO dans la

phosphorylation de la FAK induite par le VEGF-A165.
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D’un point de vue thérapeutique, les études de notre laboratoire démontrent que le

PAF est un médiateur essentiel de l’hyperperméabilité induite par le VEGF-A165,

ainsi l’utilisation d’un antagoniste du PAF pourrait avoir un impact bénéfique

dans le cadre d’une thérapie anti-angiogénique. Il est bien connu que les cellules

tumorales hypoxiques sécrètent du VEGF-A165 favorisant ainsi l’angiogenèse et

subséquemment la croissance tumorale. Or, il a été proposé que le VEGF-A165

contribue à initier l’angiogenèse tumorale en augmentant la perméabilité des

vaisseaux sanguins à proximité des cellules cancéreuses permettant

l’établissement d’une matrice composée de fibrines (5). En tenant compte de nos

observations, il est raisonnable de penser que l’utilisation d’un antagoniste du

PAF pourrait bloquer l’initiation de l’angiogenèse tumorale induite par le VEGF

A165 et par conséquent, ralentir la progression de la tumeur. À l’appui de cette

hypothèse, Montrucchio et colI. ont rapporté que le traitement des souris avec des

antagonistes du PAF prévient l’angiogenèse induite par le VEGF-A165 dans un

modèle murin d’implant de ,natrigel (258).
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4.10 Conclusions de la première étude

À la lumière des objectifs initiaux, nous pouvons conclure:

1) Notre étude démontre que la perméabilité vasculaire induite par les

membres de la famille du VEGF est médiée par le VEGFR-2, et que,

l’hyperperméabilité maximale, observée sous un traitement au VEGF

A165, nécessite l’activation du complexe VEGFR-2/NRP-l,

2) Le PAF est un médiateur essentiel de l’hyperperméabilité vasculaire

induite par les membres de la famille du VEGF et ce, d à son effet direct

sur l’intégrité vasculaire en partie via la phosphorylation de la VE

cadhérine.

3) Étant incapable d’accroître la perméabilité vasculaire en soi, le NO agit à

titre de cofacteur dans l’hyperperméabilité du VEGF-A165. Toutefois,

l’activation de la voie du NO par le VEGF-A165 permet d’établir des

conditions proinflammatoires en désactivant la voie stabilisatrice

AMPcIPKA.

Ainsi, les résultats de cette première étude souscrivent à mettre en valeur la

contribution du PAF et de clarifier le rôle du NO dans l’hyperperméabilité induite

par le VEGF-A165 in vivo. Ils ont permis d’identifier certaines des cibles

moléculaires délimitant la contribution du PAF et du NO. Dans la perspective

d’une thérapie anti-angiogénique, ces résultats pourraient permettre le

développement de thérapies plus ciblées.
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4.11 Activités proinflammatoires des angiopoiétines

Jusqu’à tout récemment, le VEGF était considéré comme la seule famille de

facteurs de croissance possédant des propriétés proinflammatoires. Or, de

récentes études réalisées par notre laboratoire ont démontré que Angi et Ang2

induisent aussi des activités proinflammatoires aiguês incluant la synthèse

endothéliale de PAF, la translocation de la P-sélectine à la surface endothéliale et

l’adhésion transitoire des neutrophiles aux CE activées (127, 128). De plus, nous

avons détecté l’expression de Tie2 à la surface des neutrophiles et démontré que

la stimulation des neutrophiles avec Angi et Ang2 génère des effets

proinflammatoires tels que l’activation fonctionnelle de la 32-intégrine, la

synthèse endogène de PAF et l’adhésion des neutrophiles à la matrice

extracellulaire (127). Dans la présente étude, nous venons de démontrer que

Angi et Ang2 induisent la migration des neutrophiles par l’entremise de la voie

PI3K. De plus, nous avons démontré que Angl et Ang2 potentient la migration

des neutrophiles en réponse à une autre cytokine proinflammatoire.

4.12 Tie2 est exprimé à la surface des neutrophiles

Précédemment, notre laboratoire a rapporté la détection de Tie2 à la surface des

neutrophiles humains (127). Par la suite, Wiedermann et colI. ont également

observé l’expression de Tie2 à la surface des éosinophiles (147). Les

éosinophiles et les neutrophiles sont des cellules polynuclées dont la densité

cellulaire est très similaire. Or, la technique d’isolation des neutrophiles utilisée

dans notre étude initiale était basée sur un gradient de densité ne permettant pas la

séparation des cellules polynuclées entre eux. Par conséquent, dans un premier

temps, nous avons voulu confirmer par cytométrie de flux la présence de Tie2 sur
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les neutrophiles afin d’exclure une possible contamination aux éosinophiles lors

de notre étude antérieure. Nos résultats supportent notre étude initiale telle que

démontré par une analyse en cytométrie de flux sur des populations de

polynucléaires avec un pourcentage de neutrophiles supérieur à 95%. Entre

temps, Sturn et colI. ont également rapporté la détection de Tie2 sur une

population de cellules polynuclées enrichie de neutrophiles et que Angl et Ang2

ont un effet chimiotactique sur les neutrophiles (146).

Règle générale, la présence de Tie2 est considérée comme un marqueur des

cellules endothéliales. Toutefois, Tie2 est aussi exprimé par les précurseurs des

cellules endothéliales et par les cellules hématopoïétiques (148-150), mais non par

les monocytes/macrophages (330). Par conséquent, sa présence sur les

neutrophiles suggère fortement que son expression est maintenue tout au long du

développement de la lignée des neutrophiles et peut-être même parmi tous les

granulocytes. En effet, puisque les éosinophiles expriment Tie2 et que ceux-ci

partagent avec les basophiles un précurseur de la lignée des promyélocytes

engagés, il y a de forte chance que T1e2 soit aussi présent à la surface des

basophiles, une autre cellule polynuclée. Il est à noter que les basophiles sont les

moins nombreux (0,5%) des granulocytes et qu’ils se transforment en mastocytes

après leur migration tissulaire. Des observations effectuées par notre laboratoire

semblent supporter cette hypothèse démontrant la présence de Tie2 à la surface

des HL6O, une lignée myélocytaire établie qui a été isolée à partir de la moelle

osseuse d’un patient atteint d’une leucémie aigu (données non publiées). Par

ailleurs, puisque les angiopoïétines préviennent l’apoptose des cellules
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endothéliales, il serait intéressant d’évaluer si elles contribuent également à la

survie des HL6O et des neutrophiles.

4.13 Les angiopoïétines induisent des effets proinflammatoires sur les

neutrophiles

Nos résultats démontrent que Angi et Ang2 induisent la migration des

neutrophiles avec un effet maximal à I nM, ce qui est en accord avec l’étude de

Sturn et coll. (146). fait intéressant, à une concentration plus élevée, l’effet

chimioattractant des angiopoïétines sur les neutrophiles disparaît. Nous avons

observé un tel phénomène dans des contextes expérimentaux différents,

notamment lors de la synthèse endothéliale de PAF induite par les angiopoïétines,

la translocation de la P-sélectine médiée par le VEGF-A165 et les angiopoïétines

(43, 127, 128). Ce phénomène peut être expliqué par le fait que la liaison du

ligand à un récepteur tyrosine kinase induit la dimérisation et

l’autophosphorylation du récepteur TK permettant la transduction du signal (12$,

293). Toutefois, quand la quantité de ligands surpasse le nombre de récepteurs, la

dimérisation est entravée empêchant ainsi l’activation subséquente de la cascade

intracellulaire (294).

D’un autre coté, nos résultats ont montré que CXCL$/IL-$, qui agit via un

récepteur à 7 domaines transmembranaires, génère aussi une courbe dose-réponse

en forme de cloche suggérant que cc phénomène n’est pas exclusif aux récepteurs

tyrosines kinases. Aussi, il existe une explication alternative à ce phénomène qui

réside dans la capacité même du neutrophile de s’orienter en direction d’un agent

chimioattractant. À des concentrations faibles et intermédiaires, la membrane
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cellulaire est partiellement exposée à l’agent chimioattractant permettant aux

neutrophiles de s’orienter vers la source attractante. Par contre, à des

concentrations saturantes de chimioattractant, il est plausible que la surface

entière du neutrophile soit exposée empêchant ainsi ce dernier de s’orienter vers

la source et par conséquent, de migrer.

4.14 La PI3K est un acteur clé de la migration des neutrophiles induite par

Angi et Ang2

Dans les cellules endothéliales, il a été démontré que la liaison des angiopoïétines

au récepteur Tie2 engendre la dimérisation et l’autophosphorylation des résidus

tyrosines permettant l’activation de signaux intracellulaires. Par exemple, la

stimulation des CE avec AngI engendre la phosphorylation du résidu Y1102 de

Tie2 mobilisant la PI3K (133). Cette dernière est un important médiateur des

fonctions biologiques des angiopoïétines incluant la migration des cellules

endothéliales et des éosinophiles (147, 164). D’autre part, plusieurs études ont

rapporté que Angi et Ang2 peuvent également activer les voie p38 MAPK et

ERKJ/2, qui sont impliquées dans la survie cellulaire (184). Par conséquent, nous

avons prétraité les neutrophiles à l’aide d’inhibiteurs des différentes voies

métaboliques mentionnées ci-dessus dans le but de déterminer leur fonction dans

la migration des neutrophiles induite par les angiopoïétines. Le prétraiternent des

neutrophiles avec deux inhibiteurs indépendants de la PI3K, la wortmannin et le

LY294005 a bloqué la migration des neutrophiles médiée par Angi et Ang2.

Toutefois, les inhibiteurs des voies p38 MAPK et ERKI/2 n’ont pas affecté la

migration des neutrophiles induite par Angi et Ang2.
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La PI3K joue un rôle important dans les fonctions biologiques des neutrophiles

incluant la migration et le relargage de radicaux libres (270). Les neutrophiles

expriment les isoformes Œ, f3, et de la PI3K la et l’isoforme ‘y de la PI3K lia

(261, 273). Or, les inhibiteurs de la PI3K utilisés dans le cadre de cette étude ne

permettent pas de distinguer quel isoforme de la PI3K est impliqué. Néanmoins,

Sturn et coll. ont rapporté que la migration des neutrophiles induite par les

angiopoïétines est atténuée suite à l’inhibition de Src. Or, Src est reconnu pour

activer l’isoforme PI3K (146, 331). D’autre part, ils ont montré que la migration

des neutrophiles en direction des angiopoïétines est aussi sensible à la toxine

pertussique indiquant l’implication des protéines G-hétérotrimériques, qui quant à

elles peuvent activer l’isoforme PI3Ky (146, 332). Par conséquent, ces

observations ainsi que nos résultats suggèrent que tant la PI3K que la PI3Ky

pourraient participer à la migration des neutrophiles induite par les

angiopoïétines. Il est également important de mentionner que la contribution de

ces deux isoformes à la migration n’est pas spécifique aux angiopoïétines

puisqu’il a été démontré que la PI3K et la PI3Ky contribuent à la chimiotaxie des

neutrophiles en direction du tripeptide bactérien, fMLP (270, 333).

La stimulation de la PI3K par les angiopoïétines peut mobiliser et activer en aval

plusieurs protéines de signalisation telles que la FAK, RhoA, Rad, ERKI/2 et

Akt (133). Nos données montrent bien l’activation d’Akt par les angiopoïétines

avec une cinétique de phosphorylation similaire à celle observée avec d’autres

médiateurs inflammatoires incluant CXCL8/IL-8 et fMLP (297). Toutefois,

puisque la PI3K possède plusieurs effecteurs, nos résultats ne permettent pas de

conclure quant à l’implication d’Akt dans l’effet attractant des angiopoïétines sur
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les neutrophiles. En revanche, l’état de phosphorylation d’Akt nous a permis

d’évaluer l’activation de la PI3K par les angiopoïétines. De plus, un aspect

majeur des données présentées vient du fait que cette activation d’Akt par les

angiopoïétines est la première voie intracellulaire rapportée pouvant être activée

par les angiopoïétines dans les neutrophiles.

4.15 Les angiopoïétines potentialisent la migration des neutrophiles induite

par CXCL8[IL-8

En réponse à une infection, les cytokines et les chimiokines sont produites

simultanément et peuvent interagir ensemble afin d’amplifier la réponse

inflammatoire aigus. Ce phénomène d’amplification peut être observé à

différents niveaux de la réponse inflammatoire aiguè. Par exemple, le TNF-a

induit la synthèse de CXCL8/IL-$ dans les neutrophiles de façon plus marquée

que l’IL-l. Toutefois, combinés, l’IL-113 et le TNF-a induisent un effet

synergique sur la production de CXCL8/IL-8 (334). Cet effet d’amplification est

aussi observé dans le contexte de la migration des neutrophiles et se traduit par

une synergie entre les différents chimioattractants. Ainsi, il a été rapporté que le

prétraitement des neutrophiles avec regakine-1 potentialise l’effet

chimioattractant du C5a (262, 335). Par conséquent, nous avons voulu déterminer

si les angiopoïétines pouvaient avoir un tel effet sur la migration des neutrophiles

induite par une autre cytokine proinflammatoire.

Étant donné que la stimulation des CE avec des médiateurs inflammatoires induit

la relâche de Ang2 et de CXCL8/IL-8 des corps de Weibel-Palade et que toutes

deux promouvoient l’adhésion et la migration des neutrophiles, nous avons émis
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l’hypothèse que les angiopoïétines pourraient affecter l’effet chimiotactique de

CXCL8/IL-8. Dans une première série d’expériences, nous avons défini l’effet de

CXCL8/IL-$ sur la migration des neutrophiles. Nos données démontrent que

CXCL8/IL-8 induit la migration des neutrophiles de façon dose-dépendante avec

une courbe en forme de cloche. En accord avec les valeurs rapportées dans la

littérature (298-300), nous avons observé que la chimiotaxie des neutrophiles est

maximale à une concentration de 10 nM de CXCL8/IL-8.

Ensuite, nous avons prétraité les neutrophiles avec les angiopoïétines avant de les

exposer à un gradient de concentration de CXCL8/IL-$. Nos résultats montrent

que le prétraitement des neutrophiles avec AngI et Ang2 potentialise leur

migration en direction de CXCL8/IL-8. Ainsi, cette observation suggère que les

angiopoïétines sensibilisent les neutrophiles à répondre à l’effet chimioattractant

de CXCL8IIL-8. Par ailleurs, une analyse plus poussée de nos données et de

notre méthodologie révèle une autre information pertinente. En effet, les

neutrophiles ont migré en direction de CXCL8/IL-8 dans la chambre du bas en

dépit du fait que les neutrophiles ont été déposés dans la chambre supérieure avec

les angiopoïétines, qui en soi ont un effet chimiotactique. Par conséquent, cette

observation suggère que les neutrophiles migrent de façon préférentielle vers

CXCL8/IL-8.

Puisque la migration des neutrophiles induite par Angl et Ang2 est médiée par la

voie de la PI3K et que cette dernière contribue aussi à celle de CXCL8/IL-8 (281,

283), nous avons émis l’hypothèse que l’effet potentialisateur des angiopoïétines

serait médié par la PI3K. Tout d’abord, nous avons délimité la contribution de la
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PI3K dans l’activité chimioattractante de CXCL8/IL-$ sur les neutrophiles. Nos

résultats montrent que l’inhibition de la PI3K bloque complètement la migration

des neutrophiles engendrée par CXCL8/IL-8 à I nM, tandis qu’à 10 nM,

l’inhibition de la migration est partielle. Toutefois, les inhibiteurs de la PI3K ont

prévenu la phosphorylation d’Akt induite par CXCL8/IL-$ à 10 nM démontrant

que cette disparité n’est pas le fruit d’un manque d’efficacité des inhibiteurs.

Ainsi, ces données suggèrent que la migration des neutrophiles induite par

CXCL8/IL-$ à 10 nM est partiellement dépendante de la voie de la PI3K et

impliquerait l’activation de voies intracellulaires additionnelles. Mentionnons

que nous pouvons éliminer une possible contribution de la voie ERKI/2 et p38

MAPK, puisque leur inhibition n’a pas affecté la migration des neutrophiles

induite par CXCL8/IL-8 à 10 nM.

Ensuite, nous avons évalué l’implication de la PI3K dans l’effet potentialisateur

des angiopoïétines sur la migration des neutrophiles induite par CXCL8JJL-8.

Nos résultats ont montré que ce phénomène d’amplification par les angiopoïétines

est médié par la PI3K. À l’appui, nos données ont montré que Angi et Ang2 ont

potentialisé ta phosphorylation d’Akt induite par une concentration suboptimale

de CXCL8ITL-8, qui per se a été incapable d’induire la phosphorylation d’Akt.

De plus, cette dernière observation montre à nouveau la capacité des

angiopoïétines à potentialiser la réponse des neutrophiles à CXCL-8/IL-8.
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4.16 Les angiopoïétines médiateurs proinflammatoires?

La capacité de Angi à induire la migration des neutrophiles semble paraître à

première vue en désaccord avec le concept du rôle anti-inflammatoire de Angi

proposé par la littérature. Par exemple, in vivo, il a été démontré que les souris

transgéniques surexprimant Angi présentent une mortalité réduite face au choc

septique suite à une diminution de l’oedème pulmonaire et de l’infiltration

leucocytaire (173). De plus, il été rapporté que Angi protège contre les effets

inflammatoires du VEGF-A165, incluant l’hyperperméabilité vasculaire et

l’adhésion chronique des neutrophiles (171). En revanche, de récentes études

effectuées par notre laboratoire ont montré que Angi induit des activités

proinflammatoires telles que la synthèse de endothéliale de PAF, la translocation

de la P-sélective à la surface endothéliale et l’adhésion des neutrophiles (127,

12$). De plus, Angi active Tie2 sur les neutrophiles engendrant la synthèse de

PAF et l’activation de la 32-intégrine qui ensemble contribuent à l’adhésion des

neutrophiles. Une analyse plus poussée de nos observations montrant un effet

proinflammatoire de la part des angiopoïétines révèle que la majeure partie de

celles-ci ont été effectuées à très court terme (inférieur à 60 minutes) et avec des

concentrations modérées de Angi. Or, dans ces conditions spécifiques, d’autres

équipes de recherche ont montré que Angi induit des effets proinflammatoires

tels que la migration des neutrophiles et des éosinophiles (146, 147). Par

conséquent, il apparaît que seules les études examinant une cinétique rapide

permettent d’observer un tel phénomène. Toutefois, une récente étude a rapporté

que la stimulation prolongée d’anneaux aortiques avec AngI entraîne l’activation

génique des cytokines proinflammatoires avant d’induire l’angiogenèse suggérant

que AngI pourrait avoir aussi des effets proinflammatoires à long terme (336).
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En tenant compte que Ang2 est reconnue pour déstabiliser les vaisseaux sanguins

(12]), il est plus intuitif de suggérer que Ang2 a des effets proinflammatoires.

Malgré tout, ce n’est que récemment que Ang2 a été considérée comme un agent

proinflammatoire. En effet, in vitro, tout comme Angi, il a été rapporté que

Ang2 induit la synthèse endothéliale de PAF, la translocation de la P-sélectine à

la surface endothéliale, l’adhésion ainsi que la migration des neutrophiles et

potentialise les effets des cytokines inflammatoires (127, 12$, 146, 147, 17$).

Toutefois, in vivo, seul Ang2 induit le recrutement des neutrophiles dans un

modèle murin d’inflammation (126). In vitro, les observations suggèrent que

Angi et Ang2 sont toutes deux capables d’induire des effets proinflammatoires

aigus, tandis que in vivo, il apparaît que Angl, comparativement à Ang2, ne peut

activer l’ensemble des mécanismes cellulaires nécessaires à l’infiltration

leucocytaire. En effet, il est reconnu que l’adhésion ferme et la transmigration

des leucocytes font intervenir une séquence d’évènements complexes qui requiert

le support de molécules d’adhésion. Par conséquent, il se peut que Angi

nécessite la présence dc facteurs additionnels afin de soutenir l’adhésion ferme

des leucocytes et leur transmigration.

4.17 Perspectives

Plusieurs études incluant celle-ci suggèrent que Angi et Ang2 sont impliquées

dans le trafic des leucocytes (127, 13$, 178). Ainsi, il est raisonnable de penser

que AngI et Ang2 doivent se retrouver à proximité des CE ou des leucocytes afin

d’exercer de telles fonctions. En accord, Ang2 est localisée dans les corps de

Weibel-Palade en compagnie de d’autres médiateurs inflammatoires et, suite à un

stimulus approprié, ils sont libérés à l’extérieur des CE. Quant à Angi, sa
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localisation périendothéliale et son expression relativement faible ne concordent

pas avec cette hypothèse. Or, nous avons émis une seconde hypothèse, i.e. que

Angi est contenue dans les neutrophiles humains. Des études pilotes réalisées par

notre laboratoire ont montré que Angl est bel et bien présent dans les

neutrophiles, maïs pas Ang2. Cette observation ouvre de nouvelles avenues de

recherche très prometteuses. Dans un premier temps, il convient de déterminer

dans quel compartiment intracellulaire des neutrophiles est localisé Angi et

d’identifier les stimuli capables d’induire la libération de Angl.

Par ailleurs, une récente étude a démontré que les neutrophiles infiltrants les

tumeurs contribuent à promouvoir l’angiogenèse en relâchant du VEGF-A (337).

De plus, il a été montré que Angi et le VEGf-A ont un effet synergique sur

l’angiogenèse dans un modèle murin (284). Par conséquent, il serait intéressant

de déterminer si Angi est également relâchée par les neutrophiles lorsque ces

derniers entrent en contact avec les cellules tumorales ou l’endothéliurn activé.

Finalement, dans les CE, il a démontré que Angi ou Ang2 favorise la survie

cellulaire via l’activation de la voie PI3KIAkt. Or, dans la présente étude nous

venons de démontrer que Angl et Ang2 activent aussi la voie PI3KJAkt dans les

neutrophiles. Ainsi, il serait intéressant d’évaluer la capacité des angiopoïétines à

prévenir l’apoptose des neutrophiles. Le cas échéant, ceci aurait pour effet

d’augmenter la demi-vie des neutrophiles prolongeant ainsi la période durant

laquelle les neutrophiles sont actifs au cours de la réaction inflammatoire aigu.

Dans ce contexte, les angiopoïétines pourraient indirectement supporter les

activités inflammatoires des neutrophiles.
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4.18 Conclusions de la seconde étude

À la lumière des objectifs initiaux, nous pouvons conclure:

1) Notre étude démontre que Angi et Ang2 induisent la migration des

neutrophiles et ce, par l’entremise de l’activation de Tie2.

2) La migration des neutrophiles engendrée par Angi et Ang2 est médiée par

l’activation de la PI3K, mais indépendante des voies p42144 et p38

MAPK. De plus, la stimulation des neutrophiles avec Angi ou Ang2

induit la phosphorylation d’Akt.

3) Nos travaux démontrent que Angi et Ang2 potentialisent la réponse

chimiotactique des neutrophiles envers CXCL-8/IL-8 et que ce

phénomène est médié par la PI3K.

Ensemble, ces résultats supportent nos observations précédentes révélant que

AngI et Ang2 induisent des activités proinflammatoires, incluant la migration des

neutrophiles. De plus, les angiopoïétines modulent l’activité chimiotactique des

cytokines proinflammatoires sur les neutrophiles. Cette étude permet une

meilleure compréhension du rôle des angiopoïétines dans le trafic des leucocytes.
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Journal of Cellular Biochemistry 100:727—737 (2007)

Vascular Permeability Induced by VEGF Family Members
in Vivo: Role of Endogenous PAF and NO Synthesis
Alexandre Brkovic and Martin G. Sirois*

Research Center, Montreai Heart institLtte, Departrnent cf Pharmacoiogy, Université de Montréal,
Montreai (QC), Canada

Abstract We previocisiy reporteci that vascular enclotheliai growth factor (\‘EGF) increases vascular permeability
through the synthesis 0f endotheliai platelet_activating actor (PAF), whiie others reported the contribution of nitric oxide
tNO). Herein, we arldressed the contribution ol VEGE receptors anci the role playeci hy PAF anci NO in VEGF-induced
plasma protein extravasation. Using a moclitied Miles assay, intraclermal Injection in mice ears ofVEGF-A1, VEGF-A1 21’

and VEGF-C (Ï pM) which activate VEGFR-2 tEik-1 ) receptor increased vascular permeability. wliereas a treatment with
VEGFR-i (Fit-1) analogs; PIGE and \/EGF-B t I pM) Md no such efiect. Pretreatmtsnt of mice with PAF receptor antagonist
(LAU8080) or enciothehal nitric oxicle synthase (eNOSt inhibitor (L-NAMD abrogateci protein extravasation mediateci by
VEGF-A1(,5. Asopposecl to PAF (0.01-1 pMt, treatmentwith acetyichohne(ACh; upto 100 0M; inclucerof NO synthesis) or
sodiLim nitroprusside ISNP; up to 1 pM; NO clonur) clid flot incluce protein leakage. Simuitaneous pretreatIe11t of mice
svith eNOS ancl proteili kinase A (PKA) inhibitors estored VEGF—A14,5 vascuiar hyperpermeabiiity suggesting that
endogenous NO synthesis ieadsto PKA inhibition, which sLlpport maintenance of vascLliar integrity. Ourclata demonstrate
that VEGE anaiogs increase vasccilar permeability through VEGFR-2 activation, and that both endogel7oris PAF and NO
synthesis contribute tu VEGE-A1-mecliateci vascuiarpermeabihty. However, PAF but lot NO clirectiy increases vascular
permeability 2cr se, thereby, suggesting that PAF is n direct infiammatory mediator, whereas NO serves as a cofactor in
VEGF-A1,5 proinflammatory activities. j. CeM. Biochem. 100: 727—737, 2007. © 2006 W1ey-Liss. Inc.

Key words: VEGE anaiugs: VEGF receptors: PAF; NO: vascuiar permeability

Vascular endothelial growth factor VEGF) is
a key moclulator cf angiogenesis promoting
endothelial cel] (EC) migration, proliferation,
and survival. In addition, VEOF possesses
inflarnmatory properties by its capacity to
mediate microvascular permeability increase
and adhesion ofleukocytes [Senger et al., 1983;
Melder et ai., 1996; Detmar et al., 1998]. There
are at least five different \TEGF hornodimeric
isofbrms cf 206, 189, 165, 145, and 121 amino
acids, termeci as VEGf-A206 189, 165, 145. and 121

which are produced from a single gene by
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alternative spiicing [Jussila and Alitalo, 2002j.
VEGF famiiy aiso includes several members
sucli as placental grcwth factors tPIGf-1 and
-2), VEGF-A, -B, -C, -D, and a viral homolog,
VEGF-E. The actions ofVEGF family members
are mediated by the activation cf tyrosine
kinase receptors including VEGFR- 1 (Fit-1)
and VEGFR-2 (Flk-1/KDR), which are
expressed majoritary on EC, and VEGFR-3
(fit-4), which is mainly limited te the lympliatic
endothelium [Jussila and A]italo, 2002j. 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 te VEGFR-2 and R-3; whereas
VEGF-E interacts only with VEGFR-2 [Jussiia
and Alitalo, 2002]. Recent studies also reported
that neurcpilin-1 (NRP-1), a transmembrane
receptor, acts as a coreceptor, complexing with
VEGfR-1 and VEGFR-2. NRP-1 specificaiiy
enhances the binding of VEGF-A165 to
VEGFR-2 and potentiates varicus VEGf-A165
bioiogicai activities [Soker et al., 1997; Ber
natchez et ai., 2002; Rcllin et al., 2004]. Such
selectivity is attributable te the presence cf
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VEGF-A exon 7 in VEGF-A165, a domain that is
lacking in VEGF-A121, VEGF-C, VEGf-D, and
PIGF-1 [Soker et al., 1997].

We previously reported that VEGF-A165
increases vascular permeability through the
synthesis of endothelial platelet-activating fac
toc (PAF). Under in vivo condition, VEGF-A165-
mediated protein extravasation vas prevented
by n pretreatrnent with a PAF receptor antago
nist. Ouï observation was supported by the
capacity of VEGF-A165 to induce n rapid and
transient PAF synthesis in cultured endothelial
celis [Sirois and Edelman, 1997]. However,
there is littie information defining how PAF
might contribute to the modulation of endothe
liai integrity under VEGF stimulation. The
endothelial ccli— ceil interaction is maintained
by junctional proteins and focal adhesion com
plexes that are anchored to the cytoskeleton.
Vascular endothelial (VE)-cadherin is connect
ing adjacent EC through a calcium-dependent
homophilic binding of its extracellular domain
whereas its intracellular domain interacts with
the actin cytoskeleton via a family of catenins,
incluchng ct-,

-,

and y-catenins, o’-actinin, and
vinculin [Bazzoni and Dejana, 2004]. Interest
ingly, stimulation of EC either with VEGF-A165
or PAF induces a rapid and transient phosphor
ylation of VE-cadherin and the dissociation of
adherens junction leading to gap formation
[Esser et al., 1998; Kevil et al., 1998; Hudry
Ciergeon et al., 2005; Potter et al., 2005],
thereby, suggesting that endogenous PAF for
mation is involveci in VEGF-mediated VE
cadherin phosphorylation.

On the other hand, it has also been reported
that nitric oxide (NO) and cyclic guanosine
monophosphate (cGMP) production are contri
buting to VEGF-A165-induced vascular hyper
permeability [Murohara et al., 1998; Mayhan,
1999]. However, as opposed to PAF, the capacity
of intracellular NO synthesis to promote vas
cular permeability is more ambiguous. For
instance, by using NO donors, different studies
reported that NO promote vascular leakage
[Gimeno et al., 1998; Fujii et al., 1999], whereas
others did not detect such effect [Feletou et al.,
1996; Murohara et al., 1998; Klabunde and
Anderson, 2000]. Similar conflicting results are
also observed with cGMP analogs, which
increase basal permeability in isolated vessels,
but attenuate vascular hyperpermeability
mediated by various inflammatory agents. Such
discrepancies remain elusive, but might result

from differences in species, organs, involvement
of leukocytes and hemodynamic factors.

In the present study, we wanted to define how
VEGF analogs are modulating vascular perme
ability increase and investigate the contribu
tion of PAF and NO.

MATERIALS AND METHODS

Materials

Vascular endothelial growth factor-A165
(VEGF-A165) was purchased from PeproTech,
Inc., (Rocky Hill, NJ), VEGF-A121, VEGF-B,
VEGF-C, VEGF-D, placental growth factor-1
(P1GF-1), and basic fibroblast growth factor
(bFGF) were purchased from R&D (Minneapo
lis, MN). Sodium nitroprusside (SNP), acethyl
choline (ACh), phenylephrine, Evans blue dye
(EB), formamide, PAF, and the fbllowing inhi
bitors: H-89 (ODQ) and N,-Nitro-L-arginine
methyl ester hydrochlorine (L-NAME) were
purchased from Sigma-Aldrich (Oakville, ON,
Canada). SU1498 and CV3988 were purchased
from Calbiochem (La Jolla, CA) and BIOMOL
(Plymouth Meeting, PA), respectively.
LAU8O8O (fbrmerly known as BN50730) was
generously provided by Dr. Nicolas Bazan
(Louisiana State University Health Sciences
Center, New Orleans, LA).

Celi Culture

Human umbilicai vein endothelial ceils
(HUVEC) were isolated by collagenase treat
ment from fresh umbilical cords, seeded on
gelatin-coated (0.25%) plates and cultured in
endothelial growth medium-2 (EGM-2; Cam
brex, Walkersville, MD) containing 10% fetal
bovine serum (FBS) (Medicorp, Montreal, QC,
Canada) and antibiotics. HUVEC were used at
passage 1.

Vascular Permeability Studies

EB dye binds specifically to albumin and is
used to study vascular permeability to macro
moiecules [Rogers et al., 1989]. The procedures
were perfbrmed by one trained operator in
accordance to the guidelines set by the Montreal
Heart Institute animal care committee and the
Canadian Council for Animal Protection. CD1
mice (18—22 g body weight) (Charles River
Breeding Laboratories; Saint-Constant, Que-
bec, Canada) were anesthetized with an intra
peritoneal injection of ketamine HC1 (100 mg!
kg) and xylazine HC1 (10 mg!kg). The mice



206

VEGF Increases Vascular Permeability through PAF and NO Synthesis 729

received a bolus injection of EB dye (20 mg!kg)
in the caudal vein. This was followed 30 min
later by an intradermal injection in mice ears of
VEGF-A165 (4, 40, or 400 ng!10 d; final
concentration 0.01, 0.1, or 1 ttM, respectively),
VEGF-A121, -B, -C, -D, P1GF-1 (1 iM), bfGF
tl tM), PAF (0.01, 0.1, and 1 iM), $NP (1 iM),
ACli (up to 100 tM), or PAF plus SNP (0.01 and
1 ttM, respectively). In another set of experi
ments, mice were treated with PAF receptor
antagonist (LAU8O8O; 20 mg/kg [Ma et al.,
2004]), VEGFR-2 inhibitor (SU1498; 20 mg/kg;
[Weis et al., 2004j), nitric oxide inhibitor
(L-NAME; 20 mglkg; [Murohara et al., 1998]),
guanylate cyclase inhibitor (ODQ; 20 mglkg;
[Cerwinka et al., 2002]), and protein kinase
A inhibitor (H-89; 4 and 40 ig/kg [Sanada et al.,
2001]) co-administered with EB dye. Mice were
sacrificed 60 min after the injection of agonists
in the ears. The cars were dissected and EB dye
extracted in formamide (4 ml/g wet weight for
24 h). The concentration of f3 dye was deter
mmcd by spectrophotometry (620 nm wave
length) against a standard curve and expressed
as micrograms of EB dye.

Microscopy and Image Analyses

Pictures of the arteriovenous system of mice
cars were taken at diffèrent magnifications
(8.4, 12x, 24x, 38.4x, and 48x) with a color
videodigital camera (Sony DKC 5000) adapted
to a stereornicroscope (Olympus SZX12). The
surface of each vessel was calculated by compu
terized digital planimetry with a custom soft
ware (NIH image 1.6). Vascular tone was
assessed at 0, 30, and 60 min following a bolus
injection of L-NAME (20 mg/kg). The vasocon
strictor effect of L-NAIVIE on the arteriovenous
system of mice cars was reproduced by an
intravenous infusion of phenylephrine (Phe;
0.1 mg/ml) at a constant rate (0.8 ml/h).
Phenylephrine infusion was initiated, and
when similar constriction was reached as
compared to L-NAME, VEGF-A165 was injected
in mice cars.

Western Blot Analysis VE-Cadherin
Phosphorylation

HUVEC were starved for 6 h with EBM-2
containing 1% FBS and antibiotics. HUVEC
were stimulated with VEGF-A165 (1 nM) orSNP
(1 iM) fur various periods oftime. In another set
of experiments, HLTVEC were pretreated with
either 5U1498 (10 iM), LAU8O$0 (10 M), L-

NAME (100 iM), or ODQ (10 iM) for 15 min
prior to stimulation with VEGF-A165 (1 nM) for
45 min. Western blots analyses were performed
as described previously [Rollin et al., 2004].
Briefiy, cells were rinsed with cold PBS contain
ing depolymerized Na3VO4 (2 mM) and lysed in
ice cold lysis buffer supplemented with phos
phatase and protease inhibitors. Cdl lysates
(500 ig) were immunoprecipitated with a mouse
monoclonal VE-cadherin IgG (2 ig; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA) and separated
by SDS—PAGE. Proteins were transfèrred onto
a PVDF membrane, and probed with a mouse
monoclonal anti-phosphotyrosine IgG (clone
4Gb, 1:1,000 dilution; Upstate Biotechnoiogy,
Inc., Lake Placid, NY). Membranes were
stripped using Re-Blot Plus Strong stripping
solution (Chemicon International, Temecula,
CA) and reprobed with a mouse monoclonal VE
cadherin IgG (1:1,000 dilution; Santa Cruz
Biotechnology). Bands were visualized using
LumiGloTM (Ccli Signaling Technology, Inc.,
Beverly, MA).

Statistical Analysis

Data are presented as the mean + SE. Statis
tical comparisons were made by analysis of
variance followed by a Bonferroni’s t-test for
multiple comparisons. Differences were consid
ered siguificant when P < 0.05.

RESULTS

Effect of VEGF Analogs and Corresponding
Receptors on Microvascular Permeability

Using VEGF analogs, we assessed the con
tribution ofVEGF receptors on the modulation
of vascular permeabilty in a modified EB dye
Miles assay. Intradermal injection of VEGF
A165 (0.01, 0.1, and 1 iM) in mice cars increased
within 60 min EB dye extravasation by 47, 160,
and 320% as compared to control PBS-treated
mice. VEGF-A121 (1 ttM), which like VEGF-A165
binds to VEGFR-1 and VEGFR-2 but not to
NRP-1 coreceptor increased microvascular per
meability by 109% (Fig. 1). Treatment with
VEGF-C and \TEGF-D (1 iM; VEGFR-2 and R-3
analogs) increased fB dye exsudation by 107%
and 79%, respectively, whereas a treatment
with VEGF-B and P1GF-1 (1 iM; VEGFR-1
analogs) had no significant effect. Treatment
with bFGF (1 iM) vas used as negative control,
and did not promote vascular permeability
increase (Fig. 1).
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Fig. 1. Vasccifiir permeability mec6ated by VEGF analogs. Evans blue dye (EB: 20 mglkg) was injecteci in the
caudal voie et mice and 30 min Inter PBS (contrel vehicle), VEGE-A16 (4, 4f), or 40f] 1g!] O l; final
concentration 0.01 0.1 or 1 tM, respectively), VEGE-A121, -B, -C, -D, PIGE-Ï (1 iM), or OEGE (negative
contre; Ï 0M) were in(ectedl in the ears. AnimaIs were sacriticed 60 min atter agenists injection. Values are
mean + SEM et at least tive indepenclent experiments. *< 0.05 comparecl te PBS.

Implication of PAF and NO in VEGF-Induced
Microvascular Permeability

We previously showed that PAF is involved in
VEGF-A165-mediated vascular permeability
increase whereas others showed the contribu
tion of NO [Murohara et al., 1998; Mayhan,
19991. In addition, VEGF-A165 can promote a
rapid and transient synthesis of PAF and NO in
EC [Sirois and Edelman, 1997; Muroh ara et al.,
199$; Montrucchio et al., 20001. Thus, we
wanted to delineate how PAF and NO are
contributing to VEGF-A165-mediated vascular
permeability increase. Intradermal injection of
PAF (0.01, 0.1, 1 tiM) led to a concentration
dependent extravasation of EB dye by 363,
1,005, and 1,263% as compared to PBS-treated
mice (Fig. 2). Treatment with PAF (0.01 gM)
resulted in a sirnilar vascular permeability
increase as observed with \TEGF-A165 (1 aM),
and was used for subsequent studies implying
stimulation with PAF. Pretreatrnent with PAF
receptor antagonist (LAU8O8O or CV3988;
20 mg/kg, i.v.) 30 min prior to subcutaneous
injection of PAF (0.01 tiM), abrogated PAF
mediated vascular permeability increase. We
also wanted to assess the contribution of NO
production on PAF-mediated hyperpermeabil
ity. Pretreatment with eNOS inhibitor (L-

NAME; 20 rng/kg; i.v.) 30 min prior to sub
cutaneous injection of PAF (0.0 1 tiM) abrogated
as well PAF-mediated vascular permeability
increase. In another set of experiments, we
combined PAF (0.01 ttM) with an exogenous
NO donor (SNP; 1 .iM), and observed that SNP
did not synergize PAF inflarnmatory activity
(Fig. 2).

Treatment with a nitric oxide donor (SNP up
to 1 tiM) [Murohara et al., 19981 or with an
inducer of NO production (ACh up to 100 jiM)
Feletou et al., 1996] were unable to promote

vascular permeability increase (Fig. 3). We then
assessed the contribution of PAF and NO on
microvascular permeabulity increase mediated
by VEGF analogs (VEGF-A165 and VEGF-C;
1 tiM). Pretreatment with either LAUBO8O
(20 mg/kg) or L-NAME (20 mg!kg) prevented
vascular permeability increase rnediated by
VEGF-A165 and VEGF-C (Fig. 3).

Assessment of c-NAME Vasoconstrictor Effect on
VEGF-Induced Vascular Permeability

Inhibition of eNOS activity with L-NA1VIE
obliterates NO vasodilatory effect over basal
tone and results in an arteriovenous constric
tion [Rees et al., 1990]. One rnight suggest that
L-NAIVIE inhibitory effect on vascular perme
ability increase was the result of fi-NAIVIE
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Fig. 2. DosedependenteffectofPAF on vascularpermeahility.
EB riye injection in Oie caudal velu was fuilowerl 30 min later hy
an intradermal iniechon of PBS or PAF (1, 0.1. and 0.01 pM,
respectively( or PAF (0.01 pM( plus SNP 11 pM(. In another group,
mice were pretreateri with LAU0080, CV3980, or r-NAMF

vasocontractile activity. Thus, we assessed how
a bolus injection of L-NAME affected the
arteriovenous tone in mice ears. Thirty
minutes following a bolus injection of L-NAME
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TABLE I. Effect of Vasoconstriction on VEGF-A1()5-Induced Protein Extravasation

Vascular perrneability
Vascular tone modulation (EB dye extravasation; jig)

Treatrnent

Pretreatment Time (mm) —60 —30 0 PB$ VEGF-A165

None Arteries (51) N/A N/A NIA 134 + 0.16 5.64 ± 0.78’
Venules (51) N/A NIA NIA

L-NAME Arteries (51) 100 77.0 ± 5.5 74.2 + 4.2 0.76 ± 0.26 1.03 ± 0.16k’
Venules (51) 100 81.0 ± 0.5 86.0 ± 5.4

Plie Arteries (51) 100 74.2 ± 15.1 68.4 ± 13.2 1.92 ±0.19 5.90 ± 0.16*
Venuies (‘7e) 100 76.1 ± 6.2 82,1 ± 10.2

Vascular tone cf arteries and venules in mice cars vas assessed by takingpictures with a videocamera aclapted ta a stereomicroscope at
0,3f) ancl 60 minutes following n bolus intravenous injection cf L-NAME (20 mglkg), or sustained infusion of Phe (0.1 mg/ml; at a constant
rate cf 0.8 ml/h). PBS or VEGF-A155 (1 (1M) were injected subcutaneously in mice cars and the animais were sacrificed 60 min later
Values are mean ± SEM cf three independent experiments.
P . 0.05 compared to its control PBS.
P . 0.01 comparer) to VEGF-A15,.

surfaces were at 74.2 ± 4.2 and $6.0 + 5.4%,
respectively as compareci to basal surface
(Table I). Based on these values, we performed
a similar vascoconstriction of the arteriovenous
system in mice ears by perfbrrning a sustained
intravenous infùsion 0f Phe (0.1 mg!ml at 0.8 ml!
h) (Table I). Treatment with Phe did not alter
the basal vascular permeability as compared to
control mice (1.9 (tg+ 0.19 vs. 1.34 Jdg+ 0.16,
respectively), and did not affècted VEGF-A165-
rnediated vascular perrneability (5.90 .tg+ 0.16
vs. 5.64 (tg+ 0.78, respectively) as opposed to L

NAME pretrearnent (Table I).
To iclentify the contribution of NO down

stream effectors, a group of mice were pre
treated with a NO-sensitive guanylate cyclase
inhibitor (ODQ; 20 mg!kg), which cornpletely
abolished VEGF-A165-induced microvascular
perrneability. Since protein kinase A (PKA)
bas a barrier-tightening function on basal
microvascular perrneability, we assessed its
role in VEGF-A165-induced protein leakage.
Pretreatment of mice with n PKA inhibitor
(H89; 40 (tg!kg) did notfurtherincreaseVEGF
A165-induced permeability. However, coadmi
nistration of H89 (40 .g!kg) witb L-NAME
restored almost completely VEGF -A165-
induced microvascular permeability (Fig. 4).
Since a treatment with H-$9 restored VEGF
A165-inducecl microvascular perrneability in
the presence of L-NAME, we wanted to assess if
H-$9 in presence of PAF receptor antagonist
(LAU$080) would restore VEGF-A165-
mecliated vascular permeability increase.
The combination of H-89 with LAU8O8O did
not affect the blockade of VEGF-A165 hyper-

permeability mediated by LAU8O8O (data not
shown).

Role of PAF and NO in V[GF-A165-Mediated
VE-Cadherin Phosphorylation

Microvascular hyperpermeability is asso
ciated with a redistribution of endothelial cell
adlïerens junction proteins tBazzoni and
Dejana, 2004]. $ince, both VEGF-A165 and
PAF can induce phosphorylation of VE-cad
herin and, that NO is implicated in VEGF-A165-
mediated VE-cadherin redistribution, we
assessed the contribution of PAF and NO in
VE-cadherin phosphorylation induced by
VEGF-A165. Treatrnent of HUVEC with
VEGF-A165 (10° M) induced a transient phos
phorylation of’VE-cadherin starting at 30 mm,
reaching maximal phosphorylation at 45 mm,
and returning to basal level within 120 min
(Fig. 5A). Treatrnent ofHLWEC with aVEGFR
2 inhibitor (SU1498; 10 M) 15 min prior to
VEGF-A165 stimulation fbr 45 min abrogated
\TE-cadherin phosphorylation (Fig. 5B). Treat
ment with LAU8O8O (10-s M) abolished VE
cadherin phosphorylation induced by VEGF
A165 whereas a treatment with L-NAME (10
M) or with ODQ (10 M) provided a partial
inhibition (68 and 62%, respectively) of VE
cadherin phosphorylation induced by VEGF
A165 (Fig. 5B).

DISCUSSION

In the current study, we observed that the
increase of vascular permeability mediated by
VEGF analogs was maximal under VI GF-A165
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stimulation through the activation ofVEGFR-2!
NRP-1 complex. Using selective PAF receptor
antagonists and inhibitors of NO/cGMP path
way, we observed that both PAF and NO are
essential to \TEGF-mediated vascular hyper
permeability, despite that only PAF showed a
direct j nfl amrnatory activity.

Contribution of VEGF Receptors in
Vascular Hyperperrneability

To assess the contribution ofVEGF receptors
and NRP-1 coreceptor in VEGF-induced vascu
lar permeability, we used a selective receptor
agonist approach, Intradermal injection of’
VEGFR-2 agonists tVEGF-A165, -A121, -C, and
-D) promoted exsudation ofvascular macromo
lecules, whereas a treatrnent with selective
VEGFR-1 agonists (P1GF-1 and VEGF-B) had
no sucli ellèct. Since VEGF-C and -D have the
capacity to bind as well to VEGFR-3, one might
suggest that VEGF-C and -D inflammatory
activities can lie rnediated through VEGFR-3
activation. However, it has been reported that
VEGF-C mutant (ANAC156S-VEGF), a selec
tive VEGFR-3 agonist, lost its property to
promote vascular permeability Joukov et al.,

1998j. Thus, our data and previous reports
demonstrate that VEGFR-2 activation is essen
tial to vascular permeabulity increase [Kondo
et al., 1995; Joukov et al., 1998; Cao et al., 2004].

Intradermal injection of VEGF-A165 was
about three times more potent than VEGF
A121, -C, and -D to promote EB dye leakage,
demonstrating that NRP-1 enhances VEGF
A165-induced microvascular hyperpermeabil
ity. Our data are in agreement with previous
reports demonstrating that NRP-1 potentiates
VEGF-A165 effects upon VEGfR-2 activation,
such as EC migration, proliferation, PGI2, and
PAF synthesis [Soker et al., 1997; Bernatchez
et al., 2002; Neagoe et al., 20051.

Contribution of PAF and NO/cGMP Pathway in
VEGF Vascular Hyperpermeability

We previously showed that a pretreatrnent
of rats with PAF receptor antagonist BN52021
(10 mg/kg) abolished EB dye leakage mediated
by VEGf-A165 intravenous injection. On the
other hand, Murohara et al. [19981 reported
that another PAF receptor antagonist; CV6209
(2 mg/kg) failed to prevent vascular permeabil
ity increase upon intradermal injection of
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Fig. 4. )mpiica)ioo OT NO sigoaling pathway on VEGF-A1,,-
inducecl ploteirs estravasatioli. ER clye injection in the caudal
ve In 55,1 ‘ toi I owed 30 0 0 J tel t)’ J Il ntraciernia I j ect I On (If

PI3S, or VEGF-À t 1 11M) in mice cars. In a second group, inice
were pretreateci with -NÀME (20 mg/kg), ODQ (20 mg/kgt, or H-

(39 (40 pg/kg). in a thirci group, mice were pretreatect witti J

com) lined) Iniectiun uf I -NAME (2f) mg/kg) anct H-89 (4 or 40 ig

kg) prior to intraclermai injection o) VEGF—A1 (1 aMi, cnn tOc
animais were sacrificent 60 min later. Values are mean SEM of
rit four inctepenctent experiments. *P 0.05 compared to PBS,
5P< 0.05 compared to VEGF-A15 pretreated with c-NAME.
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Fig. S. Phosphorylation ut VE-caciherin by VEGF-A165. A;
HUVEC were stimt1ated with P85 or VEGF-A15,5 (1 nM;
0—Ï 20 mm). Ccli lysates were immunoprecipitateci with anti
VE-caclherin igC. PhosphoVE—caciherin was cletecteci hy imniti—

nohiotting using an anti-phosphotyrosine lgC tupper bands).
(vtenihranes were strippeci and the cletection VE—caclhenn protein

VEGf-A165 in guiney pig skin. In the present

study, two additional PAF receptor antagonists,
CV-398$ and LAU$0$0 (20 mg!kg) (Figs. 2
and 3) were used prior to VEGF-A165 intrader
mal injection in mice ears, and both antagonists
abrogated the hyperpermeability. The differ
ence between our previous and current findings
as compared to Murohara et al., observations
rnight be explained by the type, the dosage, and
the potency of PAF receptor antagonist selected.
Another explanation may reside in the species
and/or tissues investigated in those studies.

Considering the discrepancies regarding the
capacity of NO to modulate vascular perme
ability, we assessed the contribution of NO
donor (SNP) and inducer (ACh) in our vascular
permeability moclel and observed that intrader
mal injection of SNP or ACh did not alter basal
vascular permeability. However, pretreatment
with u-NAME prevented EB dye exsudation

‘8’

VE(F-A1 I ntl

expression was perforrned with an anti-VE-caciherin lgC. B:
HUVEC were pretreated with SU) 498 (10 pM), CAU8080
(10 0M), c—NAME (100 M), or ODQ (Ï O pM) for Ï 5 min ptior

to stimulation with VEGE (1 0 M). WB, Western blotting, IP
mmunoprecipitation.

mediated by VEGF-A165 and PAF. Since L

NAME abrogated protein extravasation
mediated by VEGF-A165 and PAF, and that
NO per se had no such effect, our data suggest
that NO is a cofactor in the signalingpathway of
vascular hyperpermeability.

Since tlie basal formation of NO maintains an
arteriovenous dilation, we delineated if the
blockade of VEGF-A 65-mediated vascular per
meability by a pretreatment with L-NAME was

due to vasocontractile or anti-inflammatory
properties. To do so, we reproduced L-NAME
mediated vasoconstriction with Plie, which is
deprived of inflammatory properties. Our data
showed that a similar arteriovenous constric
tion mediated by phenylephrine as compared to
L-NAME did not reduce VEGF-A165-mediated
microvascular hyperpermeability. These data
are strengthening our hypothesis that NO
serves as an intracellular cofactor of VEGF

tVB: 4C10

\V I: t I—codhcrin

[olcI in cre:tc

r.

1 2.31 0.$I 0.S2 1.41 1.50
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A165 inflarnmatory effect, independently from
the modulation of the vasomotor tone.

The proinflamrnatory contribution of NO
resides in its capacity to activate endothelial
soluble guanylate cyclase (sGC) to produce
cGMP which participate in vascular hyperper
meability induced by inflammatory mediators
[Michel anci Curry, 1999j. Thus, we pretreated
mice with a sGC inhibitor (ODQ). Selective
inhibition of sGC prevented protein leakage
mediated by VEGF-A165 supporting that an
intact eNOS/NO/sGC/cGMP pathway is essen
tial to support VEGF-A165 hyperperrneability
activity.

It is proposed that cGMP production induced
by inflammatory mediators increases vascular
permeability by a mechanisrn reducing cAMP
level through activation of phosphodiesterase
subtypes. The protective effect of cAIVIP is
mediated by PKA activation which modulates
cytoskeletal rearrangement associated with
microvascular leakage [Liu et al., 2001; Biru
kova et al., 2004j. Thus, we hypothesized that
the activation of NO/cGMP pathway by VEGF
A165 leads to the inhibition of cAMP/PKA
activity, thereby setting a proinflammatory
environment. We observed that the blockade of
NO/cGMP production and PKA activity under
quiescent conditions did not modulate basal
vascular permeability. However, the blockade
of NO or cGMP production, with L-NAME or
ODQ abrogated VEGF-A165-mediated vascular
permeability, whereas the blockade of PKA
activity with H-89 did not alter VEGF-A165
inflamrnatory activity. One might suggest that
blockade of PKA activation should have
increased VEGf-A165-mediated vascular per
meability, however based on our hypothesis,
PKA inhibition is already warranted by endo
genous cGMP production. To confirm our
hypothesis, mice were pretreated with a con
comitant injection of L-NAME and H-89, which
restored the capacity ofVEGF-A165 to increase
vascular permeability. This series of experi
ments supports our hypothesis that the activa
tion of NO/cGMP pathway is inhibiting cAMP!
PKA pathway, thereby permitting the develop
ment of an inflamrnatory response.

Since a treatment with H-$9 in presence of L

NAME restored VE GF-A165-hyperpermeability
activity, we assessed if H-$9 would restore
VEGF-A165 inflammatory activity in presence
of LAU$0$0. H-89 did not rescue VEGF-A165-
hyperpermeability activity, suggesting that

PAF activity is not mediated through the
inhibition of cAMP/PKA pathway.

Contribution of PAF and NO in VEGF-Induced
VE-Cadherin Phosphorylation

The induction of VE-cadherin phosphoryla
tion by VEGF-A165 and PAF is leading to an
intercellular redistribution of VE-cadherin, a
disruption of cell—cell barrier function and
vascular permeability increase [Esser et al.,
199$; Dejana et al., 1999; Hudry-Clergeon et al.,
2005]. However, there are no studies reporting
whether PAF or NO/cGMP contribute to VE
cadherin phosphorylation upon VEGF -A165 sti
mulation. Pretreatment of HUVEC with
LAU8O$0 abrogated \TEGF-A165-rnediated VE
cadherin phosphorylation, whereas a pretreat
ment with L-NAIVIE or ODQ had an intermedi
ate effect. This latter observation is in
agreement with Aramoto et al. [2004] who
reported that the blockade of NO synthesis
attenuated VEGF-A165-mediated VE-cadherin
redistribution. In addition, we observed that a
treatment of HUVEC with SNP was unable to
promote VE-cadherin phosphorylation (data
not shown), as compared to PAF [Hudry
Clergeon et al., 2005]. Our data, might explain
why SNP itself as opposed to PAF is unable to
provide a direct vascular permeability increase.
Thus, suggesting that NO serves as cofactor of
VEGF-A165-mediated permeability increase.

In conclusion, VEGF analogs increase vascu
lar permeability through VEGFR-2 activation,
maximal protein leakage is induced under
VEGF-A165 stimulation, and involves NRP-1!
VEGFR-2 complex formation. The blockade of
PAF and NO!cGMP pathway abolished VEGF
A165-mediated permeability, however, PAF but
not NO directly increases vascular permeability
per se, thereby, suggesting that PAF is a direct
inflammatory mediator, whereas NO serves as a
cofactor in VEGF-A165 proinflammatory activ
ities.
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ANNEXE II

Angiopoietin chemotactic activities on neutrophils
are regulated by PI-3K activation
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egiilateti anti teqlliies lie t00ifliitLttttl actioii 0f nuntel)tll,

growth factors. ineinding vascular entiutheliai growth factor

(VEGF) aiitf angiopttieti us. anti angiopoietins (A 11g1 anti A ng2)
are structtnalfv letated eiidtttheiial giowili factois. having sim—

iiar hintiing atÏinity for tvrosine kinase reteptur (Tie2) .\ngi
lias heen sllown 10 ait as u Tie2 agonist. pt)nmting entfotheiiaf
ccli (EC) survivai. migration, anti piofiferation [1. 21. Con—
verseit, Ang2 lias heen characterized initiallv Os an eiitlogt—

nous Tie2 antagonist, [heicl counleracting Angi activit es i.
3. 1-Iowever. rec’ent c-Vi(ICI tees sLlggest that Ang2. uncler certain
circunistances. bas a 11101e coniplex role anti niay act as a Tie2
agttnist. Titis hypoiliesis 15 supftorteti itV the tapacity ut Ang2
tif iridtitt ‘Fit2 phospitoivialiori, FC ti iemotaxis. anti in viint

capillary—likt tube fitiinat ion [1—61. Furthenuoic. ive re[toIteti
that t\ilgl anti Ang2. upon entfotheiial Tie2 activation, eau

mtiucc plalelet—activating factttr (PAF) svntiiesis anti transient

P—seltctin Iranslocation. whitli scippttit neuttoithil atfhesictit
utntn attivateci EC 7. 0. Recent studios revtalctf tiiat anglo—

poietlns tait alsn inotiulate tht Iesponslvtness ol EC tttoaiti
pnti I iflaiitiiiatoiy cytok mes. For instante,

- 11g2 was sht twri lu

serve as a prilulng fatior for FNF—a itt lttw contentiatittns 0.
IVIoteotei. Angi anti Ang2 tien slittwn tu poltiltiale VEUF—
inetliated angiogenesis in a mitose cornea mot ici [101.

Postnatal angiogenesis is associateti with ntinht’rttns muant—

niatorv tttntiititms suci) as athertisclerosis, rhuniait tïti arth ri lis,

retinopathy. anti moitir growth [11J. li lias heen repctrtet I litaI

infiiniination precedes anti accttnlpallies pathological angio—
genesis. as evitfencetl hy mcreased vascular pernieal )liilY anti
recn1i miel it ot t nflannnatttry tels at angiogenic sites [12.1:31.

A nlorig i nflantntatttrv telis. neutrophi is ale the hist 01 les
recrtntet f tif tue site ot infiamniation anti have heen suggesteti
ttt participate in paihoiogical angictgenesis [14. 151. entnt—
phls piïttince seveial proangiogeiilc cvtttkines. inclncling
VEUF. TNF—a, anti ILs (IL—1. IL-6, anti iL—8), as weli as
matrix—degrading erizvnies. which tctgether. cttnmnhute itt lrig—

ger anti support angiogelnc activities. Recruilnierit of neutot—

pin Is is ci muitisiep plocess initiying nentrojdni tetlieririg.

ntliing. anti finit atlhcsion li) EC. fbilowetl ht the migration of

t_llltl.jlttlteitll: tte.otiIt Cetttei. i’fiottiotI I—Iiitrt tit,.titttte. ttftf t

Itrit’ oeil Stitiettiltir 2t) 204)(t; let ut—il tii etttlier 1, 201)tt: tttetletl I
t I. 2(44)6.
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nonIiopi1iI aurons tut’ vasutijatriru InwiiiI [bu suijeH(lothelial
t (artant nOl_I 1(u.

fltiuiitlv_ (vu (I1t(’(tt’fl 1l(’2 ‘XI(’5510lI ((Il 1111;’ uuII suriaru 0f

I(0IY(l(((rI(I(I((I(l[’ilr (‘(‘Ils. (f111111 11(15 IOt’Il (‘OObIilmrl ((lUI’ I(V
II((fuf(u(I(ful(t (210111)5 [7. û. Ii]. Nliiiiiifatioii ni lIul_1t1’Op[IIIS vith

Angi or —\og2 IInIuvu J)__\{ n\(liilunIS titirl [3.tIlItuglnn—(Iupull—

(1(1(1 Ilul(I1Of(Il1I fl(II(U’SIOl( Iti uxtIa(uIIlllal Illatiix (ECU) [7. Sj.
‘l’aLun 0(gftbul. iI((s(’ obiun atiniis suggusi [bat [bu augio[(oi—
(‘tII(J1(u2 svstul)1 lan l11((rI(IlaIt It’ukttu tu Iralbukiiig. In agi’uu—

bol. Iul’Ul(I st(Ifllus SbUOvv’ll tilat alIglofuJiutIus eau inrluiu’
(I(_’utI01(hlI antI ut(sil(t(pl(Il (‘lluI)(nta\Is, Hi) ilflpOl’tah(t (‘0I1(f(O(1t’I(t

0f tin’ 1111(11’ uflatniiiatory 1’uspousu I] û. 1 7j. Howuvur. utile in

Lno(vn al totil hit utIltilal allnvavs iil\olve(I iii at(giojtoiuliii—

IlIt’(IItIll)(I littititIpilil luigrahloll. Iii liii-’ PI’u51’ut stntly. eu [bus
(vaIltu(I Il (1(1110’ 111e ceIliliai pLdl)0ays iiivolvetl in augiotti—

t’I iIl—IIIv(lIaIU’vI IIt’1l1(’Opli(i iiiigiatioii. lu adililion. as augiotoi—

(‘I lOts (‘1(0 110(111 IllIt’ t1(e t’IItrI (f I(olnlflaohlua[0ry uvttjbiuus iu

CC. ut’ (vuru 11(1 In ilivustigalu ii augit;n ichus C01Il(I IIltttIlIlatU

ut ((1(1(0- alt i t il ((‘S ((t iito_it r[)biIs.

MATERIALS AND METHODS

Neutrophil purification

tenun, ItIond tot, t(t)I,nnt’(t (((((t IW,(l(lt\ ,tnlttn, ber [ntnt ((,e(tn(tIin(t n

Il) tInt’ )i((i(t (n Itt’ ‘t iiiin(t’nls. \rttirspints ((PU i’tthtirtt

(((‘t ntfl’l\ Il It(it’ tt(
. ‘t’’’ 2(i (tP\(tflt ,rtlnnrni,tlinn. t(t’nonitlttI (rrr

lin’ FirnII—t’,tttttt’ grnttit’ni,

innlingt’OIi(in(tIUS ttt’it’ irnnoi’tl lit htttiitiitnt sinttL [((Itt’ (((i(t’(ttitt’

(((‘W trsn’1,t’inlt’,t in ItPMl iiinLntiitig 2_t I((\I li Pl’_ anti I5 ttl

,nt(It(n,In.. Nint’Ittitt’ ((‘((titi ((t (lit’ i’ittlt’,I ((‘lis (((‘F tnhinttnilntnn1’I’0

n l.nnlltr ( itinler. (n,1 ti,tIntii’ ((((s t((UHiI ((t

(Ibn( )tt’) j, ,( —.t’s,t’(t liN (((tout tint’ tIW roIn,nn (SSO - In rtWO
((lin nI In’nlrttt(tnt’ ((((t (n.innttillls (n ntir inIn(nI1(tn(nm’I’(r

t-pli’ nert’ tt’nHitngisl. ‘ttt’nt (((ht (ii(t’(t(iittn’
tolli I((Il—l1nWk ‘ninflnit. t lifit (In’ tn(tn(ltlinn’ ((I tntltnWrltltnnnt-Irn (cils

(t’i.1 O_Y’) nI ((e(tOnt(tt(ts (((‘(t’ ii’,t’tt in (na ‘Intit.

CelI-surface expression of Tie2

Nin(tn1iliits ttt)’ t’tts/nil) (((‘iV rinsr(t ((((t 0’rns1i(’n(tr(t in IiIiMt, untt no-inc

t kilt p,glnti) (((t (t(I(tt(t ni3)t tom (n boni tua ,11e(ihi(’ Itiintng tIil Hits.

‘Nrn(Iiit(tnIt (0(5’ (i’nl(itn’)(Ot, (nNP(t. teon»l(rn(Ietl (n ItINtI t itt” ittlt/nil), tntl

0(it’(I (( i(t( ((nuise tnnnntInnal tit’2 tgt t t—Itt Rg/n(t. tt& I) N,(t’ns.

uln(in’(tntti hI”(, f(5\) ( ((((ii fltnn’,(’ t1t, iNnoin’ rnnoitt t—Itt [Lg/n(t, litS I)

St»(tnts) tnrott (fin al Ut;. U1nnt ni(ltl(nnai (aises. tn’nItitt(I(iIt (((‘(t’ mn,nIot(t’(t

ni(nnnn’,r. l’l’l(—t’(tn((igae(i. st’t(tn,lat( tilt; (I tout, t_n’lls ((rit’

((((t t(\((t tti(t( ttY;t n,(iW1fldui’I0ut’ I’ lan U) Inntt’(iit t(tatftls

(tu_non ‘o-ni”) (((s n lama’3 ((sing ( I’ tISian tttt’((nn t)ickatsnn. ni .ini’.
:t. IS\r

Neutrophil migration

In tara t-In’niaI,(tis t(,(t trrtamn(t’tI in a - Itt’n(’ li ,n(t’mtttl(an(t(er (Nrtirtt lttnln’

-‘ kitmllnislntrg. \Il). LS-At ((sa( t t—jiin ln(IN(;ninn(ilt’ itit’ntInntt’ iiiIt’( (s

(ii’( iitnslt I- lIt’ It,tI lnnt (O’I t, (((‘(t’ I(t,t( (‘t1 (ni t Il ll I, (((lit

n (( i(tttitt( ,(ganis(s limai ( alttntt’. 2.5 tilt, (lie (((t( tarinn nie (nt’ntlnttn’ (((s

(it’(t iota lin’ (0(115. ((((t (itt’ lnt( ((t in’ (-t(,natter (Vt5 a(l(lt’(l ((tri (tw
(t(in(ln,air. \t’nhiqttntt Iii)) tr(tn( i( ttIi\tl ,t(,h(t(t,i(((1 100 (‘rlls/n(i( (((‘(t’

(lit SI’’ (it’lls lin’ tlt,nttliri ((as (n(ntoth’(l al lnr 00 mm ((t

— Itnmnniiliti (nrni((t(ni in lltt’ r’’ (-(ni )3 1:11 t ln itte incttta(mttn 1(11(1

((I Ittt’ t’ttaiitttt’t (((s (t’ni(tt iii. anti (in’ ((itt_tU “ttlt’ 4 lIte mttt’ntttratn’ tU,e

(((((((1 ttt’litllt (((lit lit, mttitimtt ‘i(i1it’i )tttto(i(’(l itt lIt’ (m(attt(t,(t—Imtrm’(. ‘itt’

tilt ,,ntttiittlt’ int’nttn,nn’ ttm, Iitt’tt itt mttt’(ltttt,tl. ittttit’l to(tt lltt’ ittt(—tttmtL

t gbtss ,ti(tt’. amm(t t’\(tntmt(t’mi ttm(l( n ltghti

mmmmttt’m 111)1>1 (titg(tttm(lOi(ttt. ‘lut’ imtttnt(t’r ((t ‘t’his iiI itt’ ta,mmittt(t iit’ltts (((s

tttttitit’ml, antI (itt’ tt’tlis tet’t’ t’tttti’ssrtt (s triaavt’ ttt’it(inttltit (nigra(ittm(
tnmtntltrr tif t’t’li5 I((((tt (t’t(t’d gtitt1t/nnntln’r (mi PlIs it-nn( (‘n (tes
tt’ltitlt’sl. ‘l’rtat(mtn’ni ttiitt (Itt’ (ltrntn,tIIrm,(ait( LN,CtIt/tl ,_tt( (25 nMi tt,ts nt’d
as r ((liii

Itt tnttll,t’m ‘rI tI t’tttemnttrnls. (t’iis tort’ n,’ lti’ttt’tl tttr 5 ittin tout

ttttnkntg gtttl tttttctttntl attlmlttmmnan ‘i’n’2 lttaii(Iit’2( i( 11,511 Sts(t’mmtsi n
i’tdt ((t gtmat Igt, (S(ttt(,t l_titi thit((t’tii(tt(Ing( itttSt(t(a IStiz. I. A. LS\t I

t’11 ttttgr,t(itimt lntt,tnl inginlttnt’lins I t tiSit lit stttnt’ t’\ltt’tnnt’nis. tt’lls
nU la min tti(lt itl_3k mnintnhmts (nttrin(nnnn. III ttntl 1)111 ((SI i211(:

[‘I 20-10)12. t):) (nS pSl 121 t. pSO SI AiR (Slt2lEtStit), Il) pSI 12211, 12/41
M\lR tttt)’ltttlSO, 511 tM 1231t, (m ttigintntt’lmns III—III miMi nm,tr itt tSr—

itil tttt(zt,tlitt(t Inn,ittl otgttttmtls In shtitrs mttt1tlt ing (lit’ ((‘r il initiinints. (itt’

la(lt’t- tttt, ais,, ,mtl,IrtI ttt(t, (lit’ Itnlltnn ttt’tl,

Akt Western blot analyses

Nt’ttoim1tlttl, ttrmt’ rrst(s1trn(ir(i tt( n t’nn( en(utiinn il—I 1< III t’t’tis/tttt. nui 100
a,t t’t’il .tt.prnsna( trots slttutttioi(rti o(h t’tntittti t t’itit’It’, angitt1nt(e(nts, C\Ci tt/

t t 41. ,ttttl otttgmalitne(tt(s [titis (\tt .tt/i t —tt oIt rnttnt (rnt1tt’rattnt’. Nt’ttlnt1titils
to’tt’ t st’ti (n iX tatt’tnttti’, ttt,ttrr tn(l lttn letI tttr III tttni. ‘\n t’(ttotl (nltttttt’ ((I
s,tttt1tlt’s t(,tt iottlt’tt itt tt 755’) SI)SlAt’)i. ntdrnts tort’ lttttsi t’tiemi tnt(tt t

t (tilt tnnl t( It’tn’ t hthtttrim le I 1t\; 1)1”) frai1 tm,int’. ottmtl tnt’ttiin,m(it’s tt ‘t t’ 1r’ ((‘t

((((li il totltltil lntlttittt(al jtlt(t5I(itWAkl t_et ) IgU (1:7511. 1:11 S(gtmalmtmg
‘l’rrlttttthtgv Itti’., ltt’ ‘tir, M S. [5:5). iS III” tmtt’itiltntnrt ttet-r snl(st’tint’n(It

‘n gittinr s(rtrttting lut lh’r, anti Ittioti SL( Ittitiriti t’sttiss5tii
tti(it t i,tltltt( lntiit’Iatlo(i ttta—Ak igt (I: 11)1)5. Innntntittt’,nlto’

Itatitts toit’ t(st(itliïeti Itt mtsitmg Iittttititt CII Sigt.tittg irl’itnittag\ mci.
(i(g((mct’tl tts((tg n (nn’dttttt’nsnntai gel s ,tttnrr, ((0(1 qnan(itirti nsing Çlttanut

Iltir stii(tt,tme (lita—Rad, Ilt’mtttlt’, LA, L’\)

Statistical analysis

ll,t(,t ait’ tnt’at( ± vt( ai,t(( inoil ‘lntmlttrtstnts ttt’t’ ttt,tdt’ la ttnt’—tt,tt 55)15 5.

ittilttttt’tl ii a ‘l’ttkr ((r’a ittr tt(ttili1tlr (‘nntltaitsttns_ 11m lo’rr ,itn.t,lrmt’tI

sigttitir,titds timil’)’tt’ttt IF taltit’, ,l /5 ‘tItIS ,,rrt’ ttlmst’rrt’tL

RESU LTS

Expression of Tie2 in neutrophils

\‘Çu ruuutillv iepni[utl te H’I’—PCH, ‘(adulaI ttnui’tt5t’o(\ , anti

utitiintttuy[tmv’lieuus[i’v [luIt Tiu2 s l_’xIirussU’tl al thc’ euh stirfat’u

ol I(uu[1’uphils. aud others duuboi(eIratuvi hy RT—I5CR ai(d IlS’

iItv c’\’[mtuiutriu analysis [bat l’ie2 in expressed oit uttsiuoplnls

[7. 1h, 17j, ‘I’o v’oohriti liaI the dutu’iittn of’Fiu2 Ou uuulo(phils

in ttur initial sluvly stais IttI a residt nI a uiai’giuoil (‘i’t)SS—U’ontatni—

tiatatti Il ettsinopinIs. SW [tt’i’iornlt’ii a F0\CS auodysis (ln’t’t’led
agotiunt Tiu2 uxpi’ussitti( irt ri ItttPnlltûvti( tti pui’iiuti ptdyntto’1thtt—

uni’lt’ar v’ells coulai nng at Iuast 95Ç of ueutropb ils (Fig. 1).

Angi and Ang2 mediate neutrophil migration

Lsuig (b i)itt(iifit( IloVtIei( (‘I(obi)li)ui’ ,155,(S. xvu testuti tbt’ ‘111(1W’

Iv 4 al(glttpint’[ins [I) tia_ehnlaiu iiuutiitphil uugi’a[ittn .Angl

1111(1 Ait_42 imit’reaserI l’ttiWt9lti’(iItti(’(ieJtuI(tIeutl hIe l10/i1’llhitt(l

ttl uulltr(tpii(is in ot i)uIl—5i(afie(l imbaituer Uiu lilaxmtal t’Ilt’t’I

itietlia[etl hv Augi antI _—iig2 tras auliievevi at I miM 172% 111111

Il I t_g inut’uasu. ruspuutivelv) 115 ‘t1Il iarum I vi [1 P BS—li’uated
t’ulls (Fig. 2A). wbereas aI 5 o(i(tf 1)) ruM. Illu ufiui’t ttf

aiu imtlato’[ins (‘ust(itiull In basal luu’i. Ttl assuns ii’tbu ndgi’atotit

nv’ntittphitls nn’tIio(tetl In Aut_ti anti Ai(g2 st’uu’e Tw2—dupul(—

tietil. tUt’ jttutruatuuI [bu (muI(tu’ltItlitls 1(111) (liiui’ui(l uoin’eniu,i—

litais nI anli—hiTiu2 IgU (5 aial il) j±g/uil: 15 uun) uapaIdu oi
llittt:L(ug tliv’ augittpttiutin/15u2 (i(tt’i’auti)i) Sut’ lb pi’utut’alimtuiit

pit’tt’01uti i(ett[t)i[(ii(I ullgi’at(ttuu u(cIuuud mv :\iigl utm’ -\mig2 I I

iVI). tv)ii:’reas a pi’etrealuietul tvitli uqnit’aleill l:0lll’eutt’a[ilflIs ni
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__—— ( lutte1 lof t Itt je ml)

Tu tI(t tueittl)

— III ))i lttr Iii’ I
I t—lic itii

I’i1. I. l)eii’itii,ti il Ïi’2 \t)’11l iii lii’Llilll[iliit iII uurtijti’ lit t\(Si,iii uioulvis Ncutii,titiil’. tu—ii iut-ultciiu—ul ii iIi iiiuuuie iuiuuiiuotouial he2 lgt1 (te Cii’2: I
5. i- I t) p.g/uut ) or iii oui rot iuiuuu,— u—uuI t) Ig( ((Stuutrutt 1Ctu 1.5. or I t) ig/uiil ). Nu’utuo1uIu)I uvoro Ilion inuuultatt’nl ttiiti n ‘ttuuutluurt gniut ntitittittttn’.
l’llC—tcuniuug.uii—tt Ii( (I I t)))). Itino t- Ictuunt—Irit uunutvi t I O.tt))t) et oui’.) ttu’. t)eItruuut—I uliIug n F\Ciuuuu. liu’tuitenululut e uuuu,ult ut) lui-t—t— indetteunnln—uul e\p’rilnut—utl’._

ttttttittl tsttlvpiu lgt hit! 00 sutii elfet’t (ltg. 213). lit tii studlt-’s.
wi[h CXCL8/IL—8 (10 or 25 nM) were tnelncletl as

ltttsitiVt-’ unittiol. liteleasing riettltc)phii niignilittit lOt nier 200%
as (ititipaieti wt[it PI3S—l](-dl)-’tI teih,.

Role 0f the Pi-3K pathway in angiopoietin
mediated neutrophil migration

Pievittits sImili’. repolleti that aitgtopmetiits putsess lie tapac—
iii tut at’livrtte Pl—%KT\kt. [88. dliii pl2/4rl MAPK patitways [4.
8. 21—26]. ‘Finis. wi-’ wanteui lut rtuidit’ss tut’ signaling pathwav(s)
illvtui\rti lit lteltlioitiliI itiiglatiutti ntt’tiiitt-’ti lOt ailgi(tpolt’)iils.

\eittiopiulls\vete’[)tetterite)i\vttil IiIitii)Itttls(ti l1—3iKfivutt’littait—
tin anti i_. 2t)1t)02). 1138 \i\Pl (S13203580). anti p42!4’l
\i \Pk (Pl)t)iil)50t patiiways. Prt’tit’alnient tuf neutrophiis wilh
tvort ttiatuttiit fit) ami I Itt) nM ) foi 15 min pilou Itt Iheir addition

in lite tippet thantiuut ltd tittl a)tecl i)asal nogratioli ntetiiateii
nnuit’r Pii uutittlilitun 1)1_Il p teveitlt-’(i lei titi-r OOtT die nngiatiolt

ni ttetilttuphii iOt’dtlt’d iJv Angi anti Ang2 (1 nM; 60 non; Fig.
3A(. ‘l’iut’ uttolri ttittuun tuf lite PI—3K paitay tuas cutiifimieti bu
nsittg a seuuuitul I ttiepeitdeitt inhiiuitutr LY294002. Pretieatntent

oC tttutltttpitiis tvith 1X291-002 (C)..5 anti 5 pi\ul) tecke’ed basai

P ll—itteu h att-t I nngratiott hy 10% ai td 53/c, respet’tt tels. Pue—
treattttent ni itentiophiis wilit L294002 (0.5 and 5 p_M) de—
t’lt’aseti hy 72% anti 78% titi-’ ittigration oinetitrtupitil—ntetiiated

tu \ttgi (1 rM) anti lue 80% anti 71% milieu r\itg2 fi nM)
stitttttlrttiuitu. t’espeettveiv. as euuntpated with PBS—treated t’eus
itt lie presenue ui 1X291002 (0.5 anti 5 p_M: Fig. 3M. lit
aititlhu-’r sel t)) expt-i’tinenls. tteUltutpitiis \Vt’re pietteateti wilh
P098031) (.30 p_M) tir SI32033%0 (10 p_M) as (iehited aboie. attd

ttuul affect neutrutphi I iitigiattttn inuinteti itv .-\ngl or
--\ tig2 (I tui: data nuul sitowit).

s titu illtgratiott tuf netuli’o1uiiis itl(iu titi 1)7 angiuttuieIits

iras setisilive In Pl—t3K ittittbittjrs, ne Ihereibre tested tue
C’a[trttitv u)) angit)poiet us In tncl’ease .-\kt pltttsphut’y1aItttt in
ttettlt’ttjtitiis_ i’lu_allttuttt o) ttt;utiïuititiis tvitii i’uItgl niliti Attg2 fi

ttM( ittittoeti a rapiti rtnti [trntsiu’ttl AlU phctspborvlation. tvbieit
tras nlj\jittrui ivithitu 2 titiit (8.0— ami 2.8—fititi tuf iiitt-ease.

iu’situ’tIt\eiv(. as ttttttprneti tvilh uttitltuti. Pt3Strt’ritt’ti oeils. attti

ut’ltlrttitug lut h srti lune1 wtthiii itutit (Fig. :3. 13 anti f_).

I4B II_—5 (l_I O_5 I 5 Itt O_i O_5 I lit
2tnOIi 1___ \utgl tuiSit iu2 mut—1

--t

n

h
ii tiSli n2ti muSit

Fig. 2. uugI uuuul Anmg2 uiueilutue uuc’utu’uu1utuut ttuugu’uuuttuu lIuu’riuugli ‘l’it’2 ,tu’turuiittuu.
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Enhancing activity of angiopoietins on CXCL8/1L-
8-mediated neutrophil migration

I-t-mi il -port (01 001X1 I il LOI dl ILl If li itt (I (S (10 (((05 Ii_lfdIO Et

iI ‘(F(((Xn-, 1(1 iIIil(flfIfIIltlIifIIlitut’ c’5Iitkiiie [1• IJIIfOlOFIt

nIiliIii liitiViiIV(I 0VtmICI1tt tuaI IuI_1i\ dtti\tltlOll (ttfltrii)tIIOS [t

L\L12)/IL—0 t-henuitaotit- plmiptrtlI-s [22. 271. t)ur ilata nuggest

te mmtIl 11101 PI—t1\ H(tiVLllIitIl ttlILtl1I)(IIOS Iii 1Iflgi(_i)0lC[ifl tile—
(((IttaitIl 0(11111V (III IietLIliiiIIllIS tiitis. mve 111(1110(1 Iii 11 0eS j

dIigiImIumk-IiIIi ((1FF IliOmItiidIe CX(1_.8/IL—3—nle(Ilule(t IFt_’(ltlIiJ)l1lI

lliigIaIItmIi. III U fiist SillOn fil C(ftirtIIIItfltS. 1(1 EteIttiIllItti 2

(\ti,1l11L—1l (t)IIit-IIIFHtltili—tlirftOII(ltflt :lnnay (0.()01—5t) tiPii) itii

IiitiIIltjillIl illigIUIimttl ((11(1 UnStSSttI 1110 OxtOlit rit PI—1k tt1fl1F1

Ittiliiiii. (_:xt:Iii/IL—ii iII(ltitt(l l nigtIihtiiI 000llophIl Illigralion

dl I. It). aiiti 20 (1M, aloi U olaxIlFiai effet-t IVOS ar-iiieveti al 1f)
Il\i (257Ç’i lIliIiHSt OS tt)nlparecl iitii P115—tiealetl (0ll&1 Fig.
J-A). PItIleatlnt-lIt (if t(tiItttmftfliis WIIJI \voltfliall(lm (10 anti 100
n\1) tir i20 1002 (oS anti 5 .c.M) (or 15 non prevtnted
Ili-iiIlo[mllti IIIIgIallttli iiitltiteti 1)1 (‘(ZL8/I1—8 (1 l1Ii). IVilereas

1 ijipliei tiint-entration tif CXCU1/IL—F1 (10 nM). wortnianmii

(11) aiid 100) iM) or I,Y2)I002 (oS aild S p_M) provided o

iji iiifiiItittiiv rIltit (52—SOÇ1 IllI)ii)ltimIl) 1)11 it-titrttpbii 011—

1.ilXlIlttIl (ilg. IiI). il) aIlitIll(-r 511 iiI (-xpt-1]IIIeIlts. r€tltrttpllilS

(Xiii pii1ltateil mviUi Pt)t)1l050(.SOp.’tI)iil I120%SOO(IOlJii).
im inc-Ii tut1 1(01 aIfit Ilc-utiiiliiili IliIglat 1011 I Ildtic cd imv CXCL3/
I L—ii (il) oti: tiata iot 4111(10).

\ liii illiglaliclli tif lletltntilIllIe nitlcicemi i) CXCI__8/lI_.—8 wa.

lit II—11’ illiiliilole, mIt Ilti-ri—hirt ItetOmi lui capot-11v

o) o:_\(:u1IuI_—uu Iii Innant Akt illiiispIitilVJaliolI 11F IicntIl)pILiIS.

mliiih (VOIt Iieatid mvitli CX1321/IL—ii(O)oOi—50 ji\1f h)r2 111111

122 2J. (hit1 (Vi oIiseicif ÀI(I tuliosp1ivllim11 aI 10 antI 51)
lIIi—t f)_ anti iS_Li—tidif iii Inireane, IeSpV0Iim0lVUe ((LIII—

fiaIt-ml mmiii tmtnlimti. I-LiS—Iitaletf iiiin(iig_4(_i). i2lclnatnlc11t tif

lit-tIlliillIllIn tvitli Inm-leaslllg (t)OielltlUllitlli il) 12l—31K illlliiiitltlS

(olictItIalIFlilI. lOand 1t)OnM: LY29-i- 02. 05 alIdSp_M) ht 15

1111(1 IttitO 10 StillIUidli(tn ((1111 C>_CI__3II1__il (10 11M: 1 11h11)

ItiI(l((tI Akt PIlttSld1o1Yi.illitll ((itt1 IUJ\lIIlal lIhI(li)Itlttli ItditItil

3tP% dliii 09% IllIcier lVtiIllllaIl(iill 0(111 LY29it(02 iuIttr0111111t111.

rosis itivciv (Fig. 1D).

\\i 111111 ansèsseil the tUpatitV ol angitiioiêIins Itt nIiltiIliali

LXL1_B/iL—3 UlI0Il101(Ittli acIl’.lIIis ni nctitritiiiiis. Pletreat—

1(10(11 oi netllrcmpillls IVItil Angi tir Al12 (Dl. 1. 011(1 10 iiM) bit

15 11110 [mIior lit ho UtitiltlttO iii llelittofmll(]s III fie np[tiI (VOile
tJtil 111011 t_tiIYeSftttnillllg Arigi— or Ang2—mmtiidititnied iiiedia dol

Omit IllotitIlate imasal 00(11(2 Pi111 nhigralloll to\XaiiI 10(11101 PB

(11(1(01 mmeHs). tiolVevel, pletleaInlellt tIf [ielItlo[iIlils witli AIlgi

(101 iVI) 011(101 hIC Saine COnCilIlmitl tttlntiatcd netitrophi iii—

gralLtm[l t()WaltI (1 CXCL8/IL—8 (ttlIcVIlllatiOll gladielht (01. I.
10f lli’I4) tor t)0 111111. Èitr ((Stance, atidti il] iii CXCL$/iL—P (01.

1. tIr 10 nM) tdone in tin Inter mvells ilitleaSed netillopilIl

I11(gratitm liv 35%. 101%. and 206%. and tin ltietlealloiot tif

netllr(lpllllS XViti( Angi (10 nM) pror In the addition of CXCLP/

IL—8 (0.1. 1. or 10 nM) 10 the itover mm’eiis raised die inigratitto

ut 110(1112 pfiilS 10 154%. 266%. anil S07. respetlivelv (Fig.
SA). llllliarIV. in anmither SerleS ot exiterllllenls. basai ollgla—

Iiitll (if lleiltrttplllis illttilr ClCLii/IL41 (((.1. 1. or 10) nM)
expo—lire ttlmtiie inciail he 27%, 63Ç1— anti 222%. n-s1tIc—

tlVel2. (nid a [treI1eatllltltl tif lIetltFtiphlis (Vlth Àl(82 ilort—asecf

thosi llli’tilated toWar(i C\CLO/iL4i ((li 1. iir 1(1 oVI) h’. —li
l5fl% atiti .163%. re[met-tivelV (Fig. 50).

As angioptne[ins ami C\Ciii/IL_—ii 11011 asi-- neutrti1tlof nu—

glatitiil Ihrongh lite attiVltltili tif a PI—3k tathmva. nt hpttfi—
OnIZOtI 11101 iI (Otlld ho illfihiaIed In lue prinhing itletl ni

aogilmim(mielllIn 1511 LXCLO/iL—8—nlediatiiI net(tliifilii Illiglalotit.

Iii admirens 1111_s (550e. oentrii1tliiie ton- ItreilialetI ioitiativ fitr
15 10111 (VIOl wortniaiiniii t lOt) iiVI) or L’Y291002 (5 p_M) utromr

10 the arditlnn of PBS. AogI, in Ang2 (1f) nM( for an additii)nai
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I,ig. I. (.\t_.Iii/II.—(i—iiirdiiiciI iIi—LI(rI(IiiII uIIgi,IIIcrii o—quII{% I-’I—.ikiALi .igii.iI iI,prn.,I,i.Iiiiii_ \tiiirniIiii. piele HhilePi in Iii ir pptIIS (ii p ip,cnIi(iecl Ii’Ieii
(hp Iiiier pvell pvrpp liIIe,i iiiii Iil’’pli IhiS n C\CI,hhIIi.—hh (0(5)1—5).) il: \). In i —ecniiit e[ pi \(IPiIiIIeiil. iieiiiipp1pIpiI. lieue ii( (,ih iiiiIi

l.,lIUhIiflhIIl (\\ . I)) p\l: \\1. lOi). nU) i Li 2)10)2 (Ii i. 0.5 i\I: [1,_Li 5U) inr 15 m prior (u hie iululi(ipp,i ni lieui(iuuiPIIil—. iii ilpi Ilppcr pieu.. .uiipi liii Illusei
pulL ii hill uiih IhI’UI z II( r [\LI.l(/hI.—)( (I ID nU: Ii). il p— u Il pi ilpip meuh nul uupnl,I n pipi_iii ii Lipun- 2. In

iiniII,ui-uI 111(11 PliS uur [\[11u/Ii.-ii (((((01—SI) pU) (pur 2 min (C). .iiii uuuuulIuphIiI nu-lu urPiupiilul uuiih upuurluulLuuuluiuu (\\
.

I))

up\l: \\ 0)) uu’pl) pu I,’12’)1002 )i.’(. 0.5 iU: 112. 51j.’PI) in, IL) 11111 uPIp)r(uu_OlPIutilniuppu pull ‘K, ur CXCiJlJil.—(( II) upl: 2 mu,p: I)). \hp—ipnu l,iup(
iF -\Li iulpu,u(luupu nupu uiiuupuiuuuI p. u(u),pihui tipi- hipuupe 1.

I—iI(iii eXi)P)Snlt. iiieii. iittitiOhiI)iiP \eeic LiCitlt(i Iii tilt 1(9iti

ilil(iil)t in aliniving lutrin iti nligrait i(J1VJitl tue CXI L{(/1L—8 (1f)

n \I ) graciitnl loi 60 iii n.

iii tilt U rie ni set (pi exi)trlliients. PrelTtLitii(eOt oC nenOn—

11(115 wilh vutiiiiiaflh(lfl md LY29_it)02 ttarilaii i)ln(kt(l

anti 5i%. itsptctisely) CXCLB/IL—8—inctiiaiepl iieulrui—

ihil inigiilinii. if tue prining t’fitt’i tif anginjtnit-tiiis 1_Pli

(‘\ti.ii/Ii—ii—iiictliaIttI liirciiittiti(ii nigiahion is Pi—3k—pic—

bHiiilPii(_ lhnn (lit iiilniuitiutii tf tilt au(giP)pttietin priniing

pihipI iuv i’i—li\ Piillinituin —lintiiti titiitase lit niigialitti) ni

itt iii iivti piitiliait-ti ip CXCL11/iI__K iii tic

lt(PntIilt ti PI—31\ iiiiiiipplpir— (Fig. 6A. (ltpttttl lue). Pic—

lit—dt(ippi(( ni liCiiiit)iliiii. ii ihii ii(P(Iiiiiij(i(il or L\ 29—1002

pl(titinttI itv ïOÇf aiiti 9Ç 1h iJililiing t-’ffti tif .—\iigi uni

hv 11% Luit1 02’ the prnniiig cihtt pC \ng2 on CXCLO/IL—

iinitiPiiLittti iittuiltt1)Iiii iuuigialittiu (iig. 6,\).

n \— liii iii ii ilinii ui [iip_ PI—1i\ Liiii5tLiV is iii pis eti iii lit’

aulgittpttitIIuP trinhing uffeil on CXCI 3/iL-8-nuttiuated nenlmpi(il

toi, uic lit_ii lenipti iii- (i1tid_uiv tif tiigitPJ(tutrIiiIi itt irH
tujIt (\C1li3/ii—i)—iiitiiLi(t1 \kt iuiitnI)1itti1Lititt[ fieatnitull of

irtiliupplnin ivitii CXCL1J/ii—11 (0.1 uni 1 uti: 2 non) thd intt

nieciiate Àkt Jtiunsphnuylalid)n. wiiereas u [it’atnieni with 1X11_81

IL—8 (itt nM) intitited Akt ph(tspllniViLIhinhi (28—mit1 unciease) as

tnnip_iit-tl isith PBS—tieated ceils (Fig. 6. 13 antI C).Atnniltmatittn

oC tngi (0.1. 1. anti 1f) nM) In stiimnptiuuiai CXCL8/IL—$ (1 nM)
tttipteniua[iniï 1)tJi(iuhid(t’ti \kl uiitts1iittiViatitii i)v 2_I— .t3. 9—. anti

fO—iptiti. ii spettivclv. as ennipaiiti sii[li CXCL8/IL—8 ainne (1 nM:

iig. KB). Stnnlariy. totietitineiii mi iienhitplnis witii uii(reasiiig

tniip’intialinns ni Àng2 (0.1, 1. anti it) nM) pins CXCL8/IL—8 (1
tI( i0PIntial1t1 LIS (Viii h 13. ).1—. nid ‘[.8—friici. iespetIuvel.
hie phttspin)n latinn ni Aki nup:iiaieii hv CXCL8/IL—8. Cnticatnutni
Pli iienliupfpiH[n ivflh :\iii tu \iig2 (01. t. anc It) nM) cuti nuit

Li sVuit-’rgi—tit eiieii (iii AkI ilitttnpliti9iLitlnii iuiepiiatepi it

lite inwtst anti iiie iuugiiest cnntpïitiitjpyns ppf CXCI_811L—8 (0.1 nid

iO ni; Fig. 6. B anti C).

DISCUSSION

in liii stncfv. ive siiitntti (liai Auigl aiid \rug2

Li suiluular agtpnishut UtijtJtItV Ici nuppiiate neututiphil nngiaiutiii

thtuitugii the aetivatittn ni ilie Pi—3k pathwa. Thtst daia ait in

2f

IMflh)

Vu Vp1 I\ u ‘tip W: I.\u I’
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Fig. ( .\itg ittltttt—Itt tltt1lilt— t\(flli/iI.—11—iti—Ji—
iiirttitglt l’l—:ikIki tl)tdIItiI

liIIit\tt N{[IlI(11t1II1. t(tt

ttOrIIthtIItIHI 100 tM) r l.2)—[O02 (i,. 5 iI)
5 iii I Ii. t) liiri I I H Itrtt ti I t lit Ii oit ol I

\tigl, or \iii2 1(1 ii\l} ht Ciii itItIiiittiiii 15 itiot

[toi iodIitIoiIl_ tiilit1iluh ttotv Itou tItIttI Lit lit itppor

I, ol j titi)1 I itt I irtt hit -IiLtitltrr i li.) dl ti—.

fuir—ii OUi lil’Ml ± PI1S or (\Ci1l/
li —11 Ii) ii M: t). loi loti t itt 0O—iiij ii iot-iti il mli i r I
II :iTC. 1w t-r-I R t—lu lit—ii itr11t-ttIi iiitI Ottit /011 d,

igliru 2. *• )‘ r- o_05. rttiiiiiirrtI tt tilt ItIIS:

1. I’ 0_0.’,. rrtttt1utit—tI ttith tAtJ_lI/Ii_—11 il) M) ±

l’uS. \ttgi, ti -\it2: __ / ‘ O)_O_. tttuijttit—tI tilli
t_\tI /II__II If) itI’tif —t— Iil’_ lit tttitttlit—r ut—I il

iiuiulttt—tI ttiIli II1,_ t\tIJlI
ii_—ii Ut_l, I. or lit uM) ± Aitgi lOI. I. or I)) r-M: iii.

-)tti2 Itt. I, I. ltr il) tol: () Otti 2 min il

i•ittilut.lttttr-_ \\ o—,it—rn ititti titlt,t,, ti ttkt jt-II\llItttl

l—ru it’tLnlui 0 tRiitltti ittr ligiirt—

C,

P— \l,.i L
*-.“

— — — — ‘ -t — —J 4_
— 2.-c J

il I _,,—
— Il.i I III — 0.1 I li — I.), I itt

I-X I n’il — (1.1 — — I — — lit —

nititllt-’u it-’ltttlIIIiR tuai Pi—1k at-tivaiittn s cSnr’Iiii_ii fur Aiigi—

nui \ng2—nictiiaieti EC surviVai. iiiIIatittn. anti Siilittiling [4.
:‘• 20. 30. 40]. wiioir’as tut’ attlvalittil 0f o38 anti p42/14
ti \ PI\r- i) angioptiielinu. iiitttitllIies t-i-ii utirvivai [25j. In ail—

dii:t tieiiittnstiaii— ihai iii iii’nirttphils. PI—3k ut-lit-a—

Liii ii. r .-tnital itt \ngi anti \iig2 t’iieinttiac’iic’ piriperiies.

ttlit’tt’,ir- iii t’ttr-iiiitjiIiiic’.:\iii.f ti lt’fllttti_L(ti( at-tiviiv 1-t pietittin—

ut_titi anti i tiitiiII tititeittit’tii tu [tI—lk ,tt’tiv,ititiii [lOj.
\. :\kl s a tut-gel ut Pi—3I signalmg LiflOfl stimulation ut

Ilt’tlilttitiIiIr- tviUi varutiir- piuniilaniittalurv tvittkiuer- 41].
itr-t’—t’tf tilt-’ ii[)dCItV ni auglttitultIlIls itt iitlnct-’ Akt
t Iaitttit. t’ ttiistivr’tj lied \ni anti -\nt-2 t-ait intinet’ u lli)iti

aloi ir,ttic—lt’iii itiittr-itiiuivlaiittn ni \ Li iii nt-’nilttpill]r-. OUI data

alt’ ut igret’nteitt willi tin’ [trit ioii sttiti, iii witic:h u siinliar
\Li kiiieltt at-Itvu.ttitttl ttclr- tit,.-’r-ed utttn sijnniiatiou ttf lien—

titt1tiiii’. oitli eiit’Iiict:LitiJtiitlIi. titiutiing f. XCL8/li_,—8 anti
f’iLP ii I.

Angi and Ang2 potentiate CXCL8/iL-8-mediated
neutrophii migration

‘tiiiitlaiittii t,i 1( iiv rtIu1niit111111aittl’ iiiediaittis t’ait iiidtit-t’
iii’ i-elt-’,lst’ ni Ang2 anti CXCLO/IL—3 fioiii Weiitel—Paiatit’

ittttiit-’s. ttiiit’h itittIttttIes nt’i_iirttitFii niigialittii anti iiiei atiiie—

sIttn uiiio EC 7. 1-2. 4-31. ‘— t’ ttitu—t’rvt’d Ihat PI—31K activatitin

tttntitittiitu. itt aiIgittjtttietiti tiit.’Illttiat-tI(- aetivitv tin Iieutltti)ilIir

anti that diilereni sitidies 0itit-tit’ti tvidtiict’ tuai Pi—3k ai-Ii—

atiitn t-ttntrihcites ttt CXti_,8/II—8 tiit—niotat_tit prttitertit’s 22.
27J. tot’ tiins iivitotiie,iztti tuai aiigittjtttietins ingiit iiitttiutait-’
(__\L.l1/i i_—ii—Llletiiatt’ci iittiiitt1tiiii itigratittn.

iIt’it’i,i. ive siitto tuai CXCL8/iL—8 Iiit’It’dst’s niigTatitiii ttf

itt’litittiii]ils III ti i)eii—sliai)eti iiiciiiiit’i. iViiltiL s iii agiet-’ineiti

ititii trovittcic, Iriittiic. [1i——i()Ï. ()czz ciata a1t iii fuie itiii

pit’vitttis r-ttitiieS lLltlltJtiiig ihtt PI—3k tatiiwav activatittii t-tilt—

triituttu itt CXCLB/IL—8—tnediateti iientittitiiil Iliigratinli 22.
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271. \\i- DI)tI\((l iltai j plDIIItIIlI’Ht Dliii J’I—31( iiliLlhiIut

)Il\(ilIIIi ll(itIFDpiill 1111t1J’HIIDIi Ill(lil(’tIi ID C.Ci_8/IL—H (1
IL II t. I 1111v ‘VII. ILitiltielli IIt’Ilt’dI fllt’ilt FCl1li’(’tl h _Q(% III’

iti IleIlIfl)1Ihd, fllt’IIILIICIi hu t\CUi/IL—3 (i() 1M).

Ilt’l)Iit’ tilt lait thai iii v-e Iti—ik DIDI )IIDC— IVIIF C’HI)HlIlL’ Di

)l(’\(liIiii).i (\(i.t/Ii_.—t (itt II\l)—I dl,Itti kt jiliOJiiDIIVicl—

t itii_ ‘I’lj’ ,ijll,i,’,-t iiet’t’t (‘LII tilt t’llt’t’t. ai II—iI ilIliihitiulI (III

IlttltiDpiliI iiii.ii—ittufi illduee’d i) (..XCL8/IL—8 ai 1 Ii\I versus

t) LIÏVI IlliChi ht’ exjilaiittal hv titv sIiIlitiiai_tDfl ai advlitiaiiai

leIlliilIl ( lIIciepeLl(ielitiv frani PI—3K/Aki aeti’talioa. I—Ia’tvever.
I)H5’(l (ID DLII CtliTCiit lialti. ‘tIC (‘Liii ,list’arii tilt’ (‘Dhitrihli[it(fl 0f

i’ HtiIl P42111 M Pk j(LIlii\VH’ti’. H tiicir iuiiihitiaii had III)

an t:\(:ii/IL—g t Ii) ii\I) (ileitilIlUltil a(’tivit.

( )ai (1I1tLI iil(IVt-(l tiijt _i pIv’llv’ttIIit’iit ((I iiCLltil(f)lilh, ‘tvitii

\ligi DI \iig2. t’V(’II HI tue iiigliv-.i (‘DD(’tfltlHtll)fl. diti uni

t litai iIilfHIiDIi iïi iii, Hl(5(_’I(tt’ (1f t;lttiii((tIttiC flie(IiJ—
Itti-, tut 1)Dtt’iitIHlt’(I H IleIlItafilIIl ILiugialian lCSuiDiSC ttJWHitl

C\(1,g/ll,—8 (Fig. 3. A 111(11 B). tiiese tinta stiggesi thiit itcu—

ILDIIIIII LICtIVH[i(II1 liv .\itg] iItCl ;\iig2 5 prtnting their nhigratiau

ktauuiti chc’IIIDIHCtIC tiivtliatnis 511(11 as CXCL8IIL—8. [3v VS ei,t—

itittt aiualvses. LIC HlSt) alist-’rvt-ti tilt-’ (apaCI[v (1f Aitgi anti

\iuu.2 lit [tItt(’ILIIHI(’ :ki )iIttSpii(tivIJtittii tiIeIiiHtCtI Iv Li st_il)Dp—

tiiiiiI (.‘t(l,t)/Il—( t Îl(tIII1dlit(i1. ‘tvhivh 1(1v .t. iiI 1ILSI_Iifltit’FIt

III ii]IIeii,(’ tiLt’ haai CVII tf Aki f(itI)sltiitii’t fdtittli. Finallv. hV
‘,t’li’t-t i’,’ lI—l%. hill huai.’,. t’te ,It,e’rvtii tliat tue p111111—

tiiiuitg LLltI(iiI t! _\iigl jiuul Dg2 DII L\C123/IL—{f—tttediait’tI

ulCIilIilIIiIiI iIuigiHILDII I— IlIIICLI Ilui(lLuiili i’I—.ik. H1IIVJtIt(IL.

ID LI I1’tCIhi sititi\. LVI’ llit’,t’IV(ti 1111(1(1 Liii III VhtiIt (DIillititilI

tiuii \ 11g] Hill! ‘td1g2 1H11 1tIttllltttt’ ( laf titi aiivl IidiNit’nl t-’IIti((—

tiieliji P—’,Cle(tIiI tiHI1SII(tLIIiDhi HILL! hIt’tiIitlf)ilIi atiheSiDit alita

jtt II Hlt’t I [C. Lotit-r in ‘, LVII i’itnilit ((II. KDV1eZZI) et ai. [6]

r(’ft(trI(’tl iliat H S.C. 1IIjV’CtIt)I( t! A1Ig2 H ii IIIDL1SC air pati ii

IIil(Iit’l pDtiDieCT trdIISiniDILLID)ii (1f i’iriulaiiuuV lrUk(I(’VIe..

LI!(CIt’HS \IIgl viii ti,tt 1IIF1IiIt’ 511(11 t’lfv-t. Fakeii tagether. lilese

Ijia ‘,ltttit liai 1111(1(1 III Vii_III (‘(tIt(lii (III’,. 1)11(11 JiIgIlttttit’iIItS (,lii

liLID ttlIiiIIittIi. [IohlilflLIIiIiiuLltatY Ltl’tIVui_IVv-. ItttLVt’Vel. iivttlei iu

F1111 tDI1I11tIDHS. -\ilgi 111111 —\iig2 IIIHV lLHVV’ H tliffeienI Capauiv

tt( tiilI(I(II H iittltttiged LitIiit-’NI(til ((f it’tiktievtt—’s tlflttt IL HIll1

‘II I ,t’t 111’i it IV. tiIt-’il tIansiiliglat 11111.

iii SLIIIIILILIIv. III’ Dl)5t’I’tt’(l [ilLit luatli angiopoietitis I(L1II1ID1C

IIt’uIID1I1I ii t’lIf’DiDILI\iS [[II1(Iigh tut-’ Ht[i yaiiait tif a PI%K jlatii—

LVII’,. Iii Llti(fiIIaII. liai_ii LIligi((J1D1CIII1S havt’ tht’ (‘LIf(LICIIY (J

tL’iIlILltt-’ t’çtJ_8/1I_.—8 cheittatactie H(Iivitv DII iLv’LItrVf(ltilS.
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