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il
RESUME

Le vascular endothelial growth factor (VEGF-A) et les angiopoiétines, via leur
récepteur tyrosine kinase, agissent de concert afin de promouvoir I’angiogenése.
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 phénoménes

mutuellement dépendants.

Dans une étude antérieure, nous avons rapporté que [’hyperperméabilité
vasculaire induite par le VEGF-A g5 est médiée par la synthése endothéliale d’un
puissant médiateur inflammatoire, le facteur d'agrégation plaquettaire (PAF).
Depuis, nous avons aussi déterminé les voies intracellulaires nécessaires a cette
synthése. Entre temps, il a été rapporté que le monoxyde d’azote (NO) contribue
aux propriétés proinflammatoires du VEGF-A¢s. Par conséquent, dans cette
premiére 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 1’hyperperméabilité vasculaire des membres de la famille
du VEGF est médiée par I’activation du récepteur VEGFR-2 et potentiée par le
co-récepteur NRP-1. De plus, I’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 VEGF-A 5.
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De facon similaire au VEGF-A¢s, les angiopoi€tines (Angl et Ang2), via
I’activation du récepteur endothéliale Tie2, induisent des activités
proinflammatoires telles que la synthése de PAF et la translocation de la P-
sélectine a la surface endothéliale, qui supporte I’adhérence des neutrophiles.
Récemment, nous avons détecté la présence de Tie2 a la surface des neutrophiles
et son activation par Angl et Ang2 induit des activités proinflammatoires incluant
I’adhésion des neutrophiles, la synthése de PAF et I’activation de la B2-intégrine.
Ensemble, ces observations suggerent que les angiopoiétines peuvent moduler le
trafic des neutrophiles. A 1’appui, il a été rapporté que Angl et Ang2 ont un effet
chimiotactique sur les neutrophiles.  Toutefois, les voies intracellulaires
impliquées dans cet effet chimiotactique des angiopoiétines sur les neutrophiles
n’ont pas été délimitées. Nos données montrent que Angl et Ang2 induisent la
migration des neutrophiles par [D’entremise de [I’activation de 1la
phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K). A I’appui, nous avons observé que la
stimulation des neutrophiles avec Angl et Ang2 induit la phosphorylation d’Akt.
Puisque les angiopoiétines sont capables de moduler les activités des cytokines
proinflammatoires dans les cellules endothéliales, nous avons €mis I’hypothése
qu’elles pouvaient aussi affecter la réponse des neutrophiles aux cytokines. Nos
données montrent que Angl 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 hypothése que Ang! et Ang2 jouent un rdle dans le
trafic des neutrophiles.
Mots clés: VEGF, perméabilité vasculaire, inflammation, PAF, monoxyde

d’azote, angiopoi€tines, Tie2, PI3K, migration, neutrophile



ABSTRACT
Vascular endothelial growth factor (VEGF) and angiopoietins are endothelial
growth factors, which orchestrate together blood vessel formation during
angiogenesis. Upon activation of their endothelial tyrosine kinase receptor,
VEGEF as well as angiopoietins can induce endothelial cell migration, proliferation
and survival, but also proinflammatory events. Indeed, there are considerable

evidence supporting that angiogenesis and inflammation are mutually-dependent.

In a previous study, we have shown that VEGF-A¢s 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-A 65 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-A¢s treatment involves NRP-
1/VEGFR-2 complex formation. The blockade of PAF and NO/cGMP pathway
abolished VEGF-A ;65-mediated permeability, however, PAF but not 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-Aes, angiopoietins (Angl 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 cells. Recently,
we detected Tie2 expression on the cell surface of neutrophils and we reported
that their stimulation with Angl or Ang2 induces PAF synthesis and a B,-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, little 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
cells, we were led to investigate if angiopoietins could modulate cytokines
activities in neutrophils. Our data showed that Angl and Ang2 mediated
neutrophil migration is dependent on PI3K pathway activation and that Angl and
Ang2 induce Akt phosphorylation in neutrophils. We also investigated the
capacity of Angl and Ang2 to affect CXCL-8/IL-8-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-8/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,

angiopoietins, Tie2, PI3K, migration, neutrophil
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1.0 INTRODUCTION
1.1 L’endothélium

L’endothélium, composé de cellules endothéliales (CE), tapisse I’intérieur des
vaisseaux sanguins et de I’endocarde. Initialement caractérisé tel une simple
barriere physique, I’endothélium joue un réle plus vaste dans le maintien de
I’homéostasie vasculaire. Cette homéostasie se traduit par de multiples fonctions
de I’endothélium. Tout d’abord, I’endothélium joue le réle d’une barriére
sélective en fonction des besoins tissulaires. Par exemple, la barriére
hématoencéphalique présente un endothélium trés peu perméable, tandis qu’au
niveau rénal, I’endothélium est fenestré permettant la filtration rapide du plasma
sanguin.  Ensuite, I’endothélium joue un rdle dans le développement de
thromboses en sécrétant des facteurs capables de moduler 1’agrégation
plaquettaire. Les CE contribuent aussi a finement réguler le tonus vasculaire par
I’entremise d’agents vasoconstricteurs et vasodilatateurs. L’endothélium est
également un acteur important de la réponse inflammatoire, particulierement au
niveau de ’cedéme et de I’infiltration leucocytaire. Finalement, mentionnons que
I’endothélium est une structure dynamique qui peut proliférer selon les besoins de

I’organisme.

1.2 Survol de ’angiogenése

Le terme angiogenese a ét€ utilisé pour la premiére fois par Arthur Tremain Hertig
en 1935 dans le cadre d’une étude portant sur la néovascularisation du placenta
chez les macaques (1). L’angiogenése dite classique ou par bourgeonnement se
définit comme la formation de nouveaux vaisseaux sanguins a partir de vaisseaux
préexistants. Plus récemment, les étapes du processus angiogénique ont été

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



vasodilatation et une augmentation de la perméabilité microvasculaire attribuée a
un relaichement 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 a la migration
des cellules endothéliales. Par la suite, les cellules endothéliales relachent les
liens moléculaires les unissant et sécrétent 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 a I’angiogenése via la reliche de facteurs de croissance et de

protéases (3, 4).

Au cours de I’embryogenese, le processus de vascularisation est trés actif et
I’établissement du réseau vasculaire est généré suite a I’enchainement de la
vasculogenése et de ’angiogenése classique (5). La vasculogenése est définie
comme la formation d’un réseau sanguin primitif a partir de cellules endothéliales
progénitrices, qui ont une origine commune avec les cellules hématopoiétiques
progénitrices. Par la suite, ’angiogenése classique induit la maturation du réseau
vasculaire primitif par le bourgeonnement des vaisseaux sanguins 2 partir des

vaisseaux préexistants.



1.2.1 L’angiogenese physiologique chez I’adulte

Apres la naissance, I’angiogenése contribue toujours a la croissance des organes,
mais chez I’adulte, la majorit€é des vaisseaux sanguins sont quiescents et
I’angiogenése 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 a se diviser
rapidement en réponse a un stimulus physiologique, comme I’hypoxie. Ainsi,
I’angiogenése 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 angiogenése non contrdlée, dite pathologique.

1.2.2 L’angiogenése 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 rhumatoide, 1’athérosclérose, la
rétinopathie et le cancer métastasique (5). A I’opposé, I'immaturité et la
régression vasculaire sont impliquées dans plusieurs maladies telles que: la
prééclampsie et les maladies cardiaques vasculaires et ischémiques. Ainsi,
I’angiogenese, soit incompléte ou excessive, a été associée a plus de 70 maladies,
ce qui en fait une cible thérapeutique des plus intéressantes (pour revue voir (5)).
Par conséquent, au cours de la derniere décennie, de nombreuses €quipes de
recherche se sont acharmées a identifier les facteurs moléculaires et les

mécanismes impliqués dans I’angiogenése. Dans le cadre de cette thése, notre



attention a porté sur le VEGF et les angiopoiétines, plus précisément sur les

propriétés proinflammatoires de ces facteurs angiogéniques.

1.3 Régulation moléculaire de I’angiogenése

L’angiogenése est un processus finement régulé. A I'état de quiescence
vasculaire, il existe un équilibre dynamique entre les facteurs angiogéniques et les
facteurs angiostatiques, ce qui favorise la stabilit€¢ de I’arbre vasculaire. Par
contre, lorsque I’angiogenése est stimulée, suite 2 un dommage tissulaire par
exemple, les cellules endothéliales quittent I’état de quiescence vers un état actif
sous ’effet des nombreux facteurs angiogéniques. Parmi ceux-ci, le vascular
endothelial growth factor (VEGF) et ses récepteurs a activité tyrosine kinase
(RTK), constituent le premier systtme RTK identifié, et il agit comme un

régulateur essentiel de la vasculogenése et de I’angiogenése (6).

1.3.1 Les membres de la famille du VEGF

Le VEGF a été décrit presque simultanément par trois groupes de recherche a
I’aide d’une variété de modeles expérimentaux (7). En 1983, Senger et coll. ont
isolé un facteur sécrété par une lignée tumorale hépatique capable d’augmenter la
perméabilit€ vasculaire (8). Cependant, la structure et la séquence en acides
aminés de ce facteur, nommé alors vascular permeability factor, a uniquement été
décrite au tournant de la décennie (9). Au méme moment, Criscuolo et coll. ont
réussi a purifier partiellement une protéine de gliomes qui elle aussi augmentait la
perméabilité vasculaire (10). En juin 1989, Ferrara et Henzel ont été le troisieme
groupe a isoler le VEGF, mais les premiers a montrer son effet mitogénique sur

les cellules endothéliales en culture. De plus, ils ont été les premiers A publier la



séquence partielle de ce facteur isolé de cellules hypophysaires et ils ont nommé

ce facteur, le VEGF (11).

Suite a la découverte du VEGF, nommé aussi VEGF-A, plusieurs études ont
montré D’existence de génes 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 Growth factor (PIGF-1) (12).

L’analyse du gene codant pour le VEGF-A a révélé qu’il est composé de 8 exons
entrecoupés de 7 introns (13). Chez I’humain, I’épissage alternatif de I’ARNm du
géne codant pour le VEGF-A génere jusqu’a 5 différentes isoformes de 121, 145,
165, 189 et 206 acides aminés, nommés VEGF-Ay;, VEGF-A 45, VEGF-A s,
VEGF-A 39, VEGF-Ay, tandis que chez la souris, les isoformes contiennent un
acide aminé de moins. II est a noter que la liaison du VEGF-A avec les
protéoglycanes héparanes sulfates et le corécepteur neuropiline-1 (NRP-1) est
médiée par les exons 6 et 7. Aussi, le VEGF-A g9 et le VEGF-Az06, qui posseédent
I’exon 6 et I’exon 7 restent complétement li€s aux protéoglycanes membranaires,
ce qui fait de ces dernieres un réservoir de VEGF-A. Quant au VEGF-A s,
I’isoforme la plus abondante et la plus puissante, celui-ci n’exprime pas I’exon 6
et s’associe modérément a I’héparine, ce qui explique pourquoi
approximativement 50% du VEGF-Aes sécrété reste li€ a I’héparine des
protéoglycanes héparanes sulfates membranaires. Le VEGF-A,;, qui ne posséde

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

1).
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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
I’homodimérisation du VEGF-A et l’interaction avec le récepteur VEGFR-1.
L’exon 4 (vert) est responsable de I’interaction avec le VEGFR-2. La liaison du
VEGF-A avec les protéoglycanes héparanes sulfates et le corécepteur NRP-1 est
médiée par I’exon 6 et 7 (orange et rouge, respectivement). L’exon 9 (gris) est
exprimé dans I’isoforme inhibiteur du VEGF-A s, (adaptée d’apres (14)).



Localisé€ sur un chromosome distinct du VEGF-A, le VEGF-B est exprimé, suite a
un épissage alternatif, sous forme de VEGF-B¢7 et le VEGF-B,g. Seul le VEGF-
Bis7 peut se lier a ’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 a
partir de sept exons. Le PIGF-2 et -4 se lient a I’héparine, tandis que le PIGF-1 et-
3 ne lie pas I’héparine et diffuse librement (14). De plus, le PIGF-2 peut se lier a
la NRP-1 et a la NRP-2 via une séquence de 21 acides aminés basiques située a
I’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 I’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 a celle
de la famille du platelet-derived growth factor (PDGF) avec des ponts disulfures
intra- et intermoléculaires entre huit résidus cystéines. L’analyse de la structure
cristalline du VEGF-A¢s a révélé qu’il est formé d’un homodimére dont les
monomeres sont organisés de maniére anti-parallele et que les sites de liaison au
récepteur sont situés au péle du dimere (17). Méme si des hétérodimeéres ont été
identifiés, les membres de la famille du VEGF forment préférentiellement des

homodimeres (18).



1.3.1.1 Régulation de ’expression du gene du VEGF-A

Une autre caractéristique importante du VEGF-A est que son expression est
régulée par le niveau ambiant d’oxygeéne. L’hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1a),
un facteur de transcription, est un médiateur clé de la réponse hypoxique. En
présence d’oxygene, HIF-la est rapidement hydroxylé sur plusieurs résidus
proline permettant la liaison de HIF-1a a la protéine Von Hippel-Lindau tumor
suppressor (VHL). Cette derniére démarre alors une cascade d’ubiquitinylation
qui dirige HIF-1a vers les protéasomes pour y étre dégradé. En condition
hypoxique, I’hydroxylation de HIF-1a, qui est dépendante de 1’oxygene, est évitée

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

Par ailleurs, I’expression du VEGF-A peut également Etre induite par certains
facteurs de croissance, incluant I’epidermal growth factor, le transforming growth
factor, le keratinocyte growth factor, Iinsulin like growth factor-1, le fibroblast
growth factor et le PDGF, qui agissent de maniére autocrine et paracrine en

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

1.3.1.2 Activités biologiques des membres de la famille du VEGF

Dans I’embryogenese, le role du VEGF-A 65 est incontestable puisque la délétion
d’un alléle est suffisante pour induire la létalité€ embryonnaire (E11-E12) causée
par des défauts angiogéniques du sac vitellin, du placenta et de I’embryon (21,
22). Le VEGF-A posséde une pléiotropie d’activit€s biologiques. In vitro, le
VEGF-A g5 est un agent mitogénique des CE provenant du systéme macro- et
microvasculaire artériel, veineux et lymphatique (9, 11, 19, 23, 24). De plus, le

VEGEF-A 65 promeut I’angiogenése dans des modeles tridimensionnels tels que la



formation de tubes 3D et I’invasion du gel de collagéne par les CE de
microvaisseaux (25). In vivo, le VEGF-A induit I’angiogenése dans une variété
de modeles incluant la cornée de lapin (26) et la membrane chorioalantoidienne de

poulet (CAM) (27).

Le VEGF-A est aussi un facteur de survie endothéliale (28). En effet, il a été
démontré que le VEGF-A¢s prévient ’apoptose endothéliale médiée par la
privation de sérum et, induit I’expression de protéines anti-apoptotiques (29). In
vivo, il a été rapporté que I’inactivation conditionnelle du VEGF-A g5 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 derniére
observation, il a été€ proposé que la survie des CE dans les néovaisseaux est sous

la dépendance du VEGF-A 45 jusqu’au recrutement des péricytes (30).

Le VEGF-A a un effet chimiotactique sur les €osinophiles, neutrophiles, les
monocytes ainsi que sur les cellules endothéliales et hématopoiétiques (31-34).
Par ailleurs, le VEGF-A participe indirectement a la migration des CE en
induisant I’expression de protéases comme la collagénase et les activateurs du

plasminogene qui dégradent la matrice extracellulaire permettant la migration et

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

Malgré I’importance des effets décrits ci-dessus, ses propriétés proinflammatoires
démarquent le VEGF-A des autres facteurs de croissance. En effet, le VEGF-A ¢
a ét€ initialement identifi€ pour sa capacité a induire ’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 I’injection intradermique du VEGF-A 5
augmente la perméabilité des veinules post-capillaires (36). De plus, I’analyse de
I’endothélium des vaisseaux perméabilisés a révélé la présence de fenestrations
(36). Ces dernieres ont également été reproduites in vitro dans certaines études
utilisant une monocouche confluente de CE (37). D’un autre coté, certaines
données suggerent que les organelles vésiculovacuolaires (VVO) contribuent
aussi a I’exudation des protéines induite par le VEGF-A g5 (38, 39). Il est a noter
que les VVO ont été observées dans I’endothélium des vaisseaux tumoraux, qui
sécretent le VEGF-A 65 (40). De plus, dans certains lits vasculaires, le VEGF-
A5 augmente le passage de I’eau et de petits ions hydrosolubles et ainsi, favorise
la formation d’un oedeme tissulaire (7). Il a été suggéré que I’hyperperméabilité
médiée par le VEGF-Aj¢s peut contribuer a I’angiogenése 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-Aj¢s active une autre composante de la réponse
inflammatoire aigué, soit I’adhésion des leucocytes. En effet, la stimulation des
CE avec le VEGF-A induit la translocation et I’expression endothéliale de
molécules d’adhésion (PAF, P-sélectine, E-sélectine, intercellular adhesion
molecule (ICAM-1) et vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1)), qui
favorisent le recrutement et I’adhésion des leucocytes a la surface endothéliale

(41-43).

Finalement, ex vivo, I’application du VEGF-A 65 induit une vasodilatation dose-

dépendante de plusieurs vaisseaux (44) et, in 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 a induire la formation du monoxyde d’azote (NO) et de la prostacycline
(PGI,), mais dont la contribution respective varie en fonction du lit vasculaire

(16).

Comparativement au VEGF-A j¢s, peu de choses sont connues a propos du VEGF-
B, un agoniste spécifique du VEGFR-1. Les souris, dont le géne du VEGF-B a
été inactivé (VEGF-B™), sont viables et fertiles. Cependant, la taille du coeur des
souris (VEGF-B™) est réduite et, suite 2 un infarctus du myocarde, la récupération
des souris est compromise suggérant une implication du VEGF-B dans ia
formation des coronaires collatérales (46, 47). 1l est intéressant de noter que
I’expression du gene du VEGF-B est prépondérante au niveau du cceur des souris
pré- et post-natales (47). Quant a I’autre agoniste sélectif du VEGFR-1, le PIGF-
1, 'inactivation de son géne génére aussi une souris viable et fertile, mais dont
I’angiogenese pathologique est compromise (48). 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
I’angiogenése, mais aussi indirectement en potentialisant les effets du VEGF-A j¢s.
De plus, le PIGF-1 a un effet chimiotactique sur les monocytes et induit

P’accumulation tissulaire des macrophages suite a son injection (50).

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

cytokines clé de la lymphangiogenese, un processus physiologique qui aboutit a la

b

formation de nouveaux vaisseaux lymphatiques a partir du réseau vasculaire
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préexistant. De plus, similairement au VEGF-A 65, le VEGF-C et le VEGF-D
induisent la perméabilité vasculaire et I’angiogenése. La génération d’analogues
mutés du VEGF-C, qui sont incapables de lier le VEGFR-2, a permis de
déterminer que 1’hyperperméabilité et I’angiogenése induites par le VEGF-C sont

médiées par le VEGFR-2 (51).

Le VEGF-E a été découvert a partir du génome du parapoxvirus (virus Orf) qui
infecte le mouton, la chévre et a I’occasion les humains (52). L’infection avec ce
type de virus cause des lésions cutanées prolifératives avec une angiogenése
marquée. Cet homologue viral peut lier le VEGFR-2 et la NRP-1 et par
conséquent, générer des effets biologiques qui sont associés a leur activation (52).
Récemment, un septieme membre de la famille du VEGF, le VEGF-F, a été
identifi¢ & partir du venin de serpent (53, 54). Présentant une homologie
structurale de 50% avec le VEGF-A¢s, 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 possedent un poids moléculaire variant entre 180 et
220 kDa. Suite a la liaison du ligand, les récepteurs se dimérisent de fagon
autologue ou hétérologue et s’autophosphorylent sur les résidus tyrosines, qui sert

de poste d’ancrage pour I'initiation des signaux intracellulaires.



1.3.2.1 Le VEGFR-1

Le VEGFR-1 (fms-like tyrosine kinase, flt-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 a la surface des monocytes, des macrophages, des ostéoclastes et des
cellules endothéliales, hématopoiétiques et musculaires (12, 28, 55, 56). 1l est a
noter que, suite a un épissage alternatif, le VEGFR-1 est également produit sous
forme soluble (sVEGFR-1) 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-1,
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 I’activation d’Akt/protéine kinase B (PKB) (5§9). La
surexpression du VEGFR-1 a permis de déterminer que 1’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 I’activation de ces signaux de transduction
sont encore mal comprises (61, 62) et I’étude du VEGFR-1 & I’aide de souris
transgéniques suggere méme que le VEGFR-1 agit comme récepteur de clairance
dans I’embryogenése. En effet, I'inactivation génique du VEGFR-1 chez les
souris (VEGFR-]'/’) a induit une létalité embryonnaire (E7.5 et E8.5) causée par
une désorganisation des vaisseaux sanguins de I’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-](TM~TK)'/') a induit 50% de 1étalité
embryonnaire due a des malformations vasculaires révélant I'importance de
I’ancrage du VEGFR-1 comparativement a son activité tyrosine kinase (64).
Néanmoins, méme 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 hématopoiétiques induit par le VEGF-A 65

(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 I’inhibition de
I’expression du VEGFR-1 a réduit de 85% I’effet angiogénique du VEGF-A (66)
et récemment, nous avons rapporté que la synthése de la prostacycline induite par

le VEGF-A g5 requiert I’hétérodimérisation VEGFR-1/-2 (67).

De récentes études ont révélé que le VEGFR-1 et son agoniste le PIGF-1 ont un
role clé dans I’angiogenese pathologique. En effet, il a été démontré que
I’utilisation d’un anticorps capable de bloquer le site de liaison du VEGFR-1 a
supprimé la néovascularisation présente dans le cancer, la polyarthrite rhumatoide

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-1) est similaire a celle du VEGFR-I. Par contre,

comparativement au VEGFR-1, qui agit comme récepteur de clairance dans
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I’embryogenése, le VEGFR-2 est essentiel au développement de la vasculogenése.
En effet, I’inactivation génique du VEGFR-2 est létale (E8,5 et E9,5) due a une
absence de prolifération des CE entrainant une vasculogenése défectueuse (68).
Le VEGFR-2 peut lier le VEGF-A, le VEGF-C, le VEGF-D et le VEGF-E et,
méme si I’affinité du VEGF-A 65 est presque 10 fois supérieure pour le VEGFR-1
que pour le VEGFR-2, ce dernier semble étre le principal médiateur des effets

biologiques du VEGF-A ¢s.

La stimulation de plusieurs lignées de cellules endothéliales avec le VEGF-A g5
induit une forte autophosphorylation du VEGFR-2 permettant I’initiation d’une
cascade intracellulaire complexe (14). Par I’intermédiaire du domaine Src
homology 2 (SH2), la PLCy s’associe au résidu Tyr1175 du VEGFR-2 (69) et
hydrolyse le phosphatidylinositol 4,5-biphosphate en diacylglycérol (DAG) et en
inositol 1,4,5-triphosphate (IPs). Ce faisant, le DAG active la PKC qui & son tour
active la voie Raf-MEK1/2-extracellular signal regulated kinase-1/2 (ERK1/2),
qui est responsable de I'effet mitogénique du VEGF-A sur les CE (70).
Initialement, il a été rapporté que la voie Raf-MEK1/2-ERK1/2 était directement
activée par la PKC (indépendante de la voie Ras) (70), mais de récentes études ont
montré que le VEGF-A g5 peut également stimuler, mais & moindre niveau, la voie

Ras-Raf-MEK1/2-ERK1/2 (71).

Une seconde voie activée par le VEGFR-2 est celle de la PI3K, qui entraine une
augmentation du lipide phosphatidylinositol (3,4,5) triphosphate et
subséquemment, I’activation de médiateurs intracellulaires tels que Akt et Rac. Il

a été démontré que I’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-A 65 (28). 11 a été
propos€ qu’une partie des effets anti-apoptotiques d’ Akt résulte de I’inhibition des
facteurs apoptotiques Bad et caspase-9 (16). Outre son implication dans la survie
cellulaire, Akt phosphoryle et induit I’activité enzymatique de la endothelial nitric
oxide synthase (eNOS), qui génére le monoxyde d’azote (NO), un puissant
vasodilatateur (72-74). D’un autre coté, I’activité de la eNOS peut étre accrue par
I’augmentation du Ca®* intracellulaire et par Pactivation de la PKC, en
conséquence de ’activation de la PLCy par le VEGF-A g5 (75-77). L’inhibition
de I'activité enzymatique de la eNOS a révélé€ la contribution du NO dans les
propriétés proinflammatoires du VEGF-Aj¢s en réduisant la perméabilité
vasculaire et la vasodilatation induite par le VEGF-Aes (16, 74). De fagon
similaire a I’inhibition pharmacologique de la eNOS, I’inactivation génique de
cette derniere chez les souris a diminué I’angiogenése, la vasodilatation et
I’hyperperméabilité induite par le VEGF-A (78). Il est a noter qu’en fonction du
lit vasculaire, les effets hypotenseurs du VEGF-A 65 peuvent étre en parti médiés
par la syntheése de la prostacycline et ce, suite a P’activation de la voie PLCy-
DAG-PKC-Raf-MEK1/2-Erk1/2-Phospholipase A, cytosolique dépendante du

Ca”* (cPLA,) (74, 79).

L’effet chimiotactique du VEGF-A sur les CE est un élément cl€ de sa capacité a
induire I’angiogenése et dépend entiérement de I’activation du VEGFR-2 (80).
En effet, des analogues mutés du VEGF-A ¢s, uniquement capable de se lier au
VEGFR-2, ont gardé leur capacité a induire la migration et la division des CE
(80). In vitro, I’effet migratoire du VEGF-Aes 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 événements sont sous le
contrdle de deux voies différentes: stress-activated protein kinase-2(SAPK2)-p38
MAPK-MAPKAP kinase 2/3-heat shock protein 27 (HSP27) (81-83) et HSP90-
focal adhesion kinase (FAK)-RhoA-ROCK (84, 85). 1l est a noter que la
phosphorylation de FAK est également induite par Src indépendamment de la

voie HSP90, 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 affinit€ pour le VEGF-C et le VEGF-D. L’inactivation
génique du VEGFR-3 chez la souris entraine 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
I’endothélium au cours de I’embryogenese, le VEGFR-3 est exprimé
principalement sur I’endothélium lymphatique chez I’adulte (87). L’activation du
VEGFR-3 par le VEGF-C ou le VEGF-D promeut la lymphangiogenése 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 fagon indépendante a Ras, le VEGFR-3 active
le voie Erk1/2 par I’entremise de la PLC-y-PKC (88). De plus, la stimulation du

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

Initialement, la NRP-1 a été identifiée et reconnue pour son activité
chimiorépulsive dans la guidance neuronale due a 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-A g5 et non au VEGF-A 3, qui ne posséde pas I’exon 7
et par conséquent, ne peut lier la NRP-1 (92). Jusqu’a présent, deux neuropilines,
NRP-1 et NRP-2, ont ét€ identifiées et leurs génes sont localisés sur deux
chromosomes distincts (14). La structure générale de la NRP-1 et de la NRP-2 est
similaire et elles possédent une homologie en acides aminés d’environ 50%. La
NRP-1 et la NRP-2 possédent 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 plut6t des protéines adaptatrices pour les ligands des récepteurs tyrosines
kinases: pour le VEGF-A 65 avec le VEGFR-2 (94) et pour les sémaphorines avec
les plexines (95). Cependant, un nombre grandissant d’études attribuent un role a
la NRP-1 dans I’angiogenese (96). Wang et coll. ont montré que la NRP-1 seule
peut médier la migration des CE induite par le VEGF-A¢s, et ce, par 1’activation
de la PI3K via son domaine intracellulaire (97). De plus, Murga et coll. ont
rapporté que le VEGF-Aj¢s peut promouvoir I’adhésion des CE a la matrice

extracellulaire via la NRP-1 indépendamment de VEGFR-2 (98).

La génération de souris transgéniques surexprimant la NRP-1 a induit une 1étalité
embryonnaire (E12,5-E17,5) et 1’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 géne de la NRP-1
provoque des défauts vasculaires et neuronaux majeurs résultant en une mort
embryonnaire (E12,5-E13,5) (100). En revanche, aucune malformation vasculaire
n’a ét€ observée suite a I’inactivation du géne de la NRP-2 (101). De facon
étonnante, |’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-1 et NRP-2)'/'
présentent un phénotype vasculaire ressemblant 2 celui des souris VEGF-A” et
VEGFR-2". De surcroit, les souris transgéniques n’exprimant pas le VEGF-A ¢4
et VEGF-A 33 montrent une densité de capillaires cardiaques et de coronaires
collatérales moindre que les souris témoins, ce qui peut étre attribuable 2
Pincapacit¢ du VEGF-A 5 de lier la NRP-1 et par conséquent, d’induire une
angiogenése «normale» (103). Ainsi, les expériences d’invalidation génique
suggerent que la NRP-1 et la NRP-2 sont nécessaires au développement
vasculaire au cours de ’embryogenése en contribuant en partie & potentialiser

I’angiogenése induite par le VEGF-A ¢s.

En appui, il a été démontré que I’interaction entre la NRP-1 et le VEGFR-2 a pour
effet d’augmenter considérablement I’autophosphorylation du VEGFR-2 par le
VEGF-A 45 et la migration cellulaire (92, 94, 104). De récents travaux effectués
dans notre laboratoire ont confirmé I’effet potentiateur de la NRP-1 sur divers
effets biologiques du VEGF-A 5 tels que : la migration et la prolifération des CE
(105), la synthése endothéliale du PAF (105) et de la PGI, (67), la perméabilité
vasculaire, la translocation de la P-sélectine a la surface endothéliale ainsi que

1’adhésion des neutrophiles aux CE (43).
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Outre son rdle dans I’embryogenése, la NRP-1 est aussi impliquée dans
I’angiogenése tumorale. De fait, la surexpression conditionnelle de la NRP-1
dans un carcinome du pancréas augmente I’angiogenése 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-Aj¢s (107). Ainsi, il semble que
dans certaines conditions la NRP-1, peut médier certains effets biologiques du

VEGF-A ¢s.

1.3.3 Réle du VEGF-A/VEGFR dans I’angiogenése tumorale et avenues
thérapeutiques

Plusieurs études d’hybridation in situ ont montré que I’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 I’implication du VEGF-A dans I’angiogenése tumorale
(pour revue voir (114)) et par conséquent, il est maintenant bien établi que le
VEGF-A est un important médiateur de 1’angiogenése tumorale. Ces diverses
observations ont conduit 3 développer des approches thérapeutiques pouvant
bloquer les effets du VEGF-A. Dans cette perspective, plusieurs stratégies
directes ou indirectes ont ét€ mises de 1'avant, telles que I'inhibition du VEGF-A
(ARNm ou protéine), de ses récepteurs (VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3 ou
NRP-1) 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 (115)). 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 colorectal
métastasique, du sein ou ovarien comparativement a la chimiothérapie seule (5).
Ainsi, les malades atteints d’un cancer colorectal métastasique recevant le
bevacizumab et le traitement prescrit ont survécu en moyenne cing 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 insuccés sont méconnues,
toutefois, il a été suggéré que I’inefficacité du Vatalanib est reliée a son incapacité
d’inhiber la NRP-1, qui peut médier la survie cellulaire (115). Une explication
alternative réside dans la capacité de plusieurs tumeurs & sécréter de multiples
facteurs angiogéniques a la fois. En fait, méme si le VEGF-A est un important
médiateur de I’angiogenese tumorale, il est raisonnable de penser que les tumeurs

empruntent des voies alternatives afin de promouvoir la néovascularisation.

1.4 Les angiopoiétines

Malgré I'importance de son role dans I’angiogenése, le VEGF-A agit de concert
avec d’autres facteurs de croissance dans la formation et la stabilisation des
vaisseaux sanguins. En effet, les premiéres études cliniques dans le traitement des
membres inférieurs ischémiques avec le VEGF-A g5 ont rapporté I’induction de
vaisseaux collatéraux, mais aussi la présence d’oedeéme tissulaire (116, 117). Afin
d’expliquer cette dernicre observation, il a ét€é suggéré que les néovaisseaux
étaient perméables et dysfonctionnels (116, 118). Récemment découvertes, les

angiopoiétines 1 et 2 (Angl et Ang2) semblent jouer un rdle complémentaire a
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celui du VEGF-A dans I’angiogenése (119-121). Les angiopoiétines ont été
découvertes comme des ligands du récepteur tyrosine kinase with immunoglobulin
and epidermal growth factor homology domains 2 (Tie2), qui est principalement

exprimé a la surface des cellules endothéliales (122).

1.4.1 Structure, localisation et régulation des angiopoiétines

La famille des angiopoiétines est formée de quatre membres, nommés Angl,
Ang2, Ang3 et Angd, dont les deux premiére ont €té particulierement bien
caractérisés (123). Les angiopoiétines sont composées d’un domaine amino-
terminal hydrophobe responsable de I’oligomérisation suivi par un domaine
coiled-coil qui est essentiel a la dimérisation et d’un domaine carboxy-terminal de
type fibrinogéne permettant la liaison au récepteur Tie2 (Figure 4A) (120, 121,

123).

En dépit que Angl et Ang?2 se lient & Tie2 avec la méme spécificité et affinité, les
études initiales ont rapporté qu’Ang2 prévient de fagon compétitive la
phosphorylation de Tie2 médiée par Angl suggérant que Ang2 est un antagoniste
endogene de Tie2 (120, 121). Cependant, de récentes études ont montré que
Angl 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 aigués
indiquant que Ang2 peut agir également comme un agoniste (124-130). Les
raisons sous-jacentes a cet effet bivalent de Ang2 sont peu comprises, mais la

variabilit¢ expérimentale (concentration, stimulation paracrine versus autocrine,
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Figure 4: La famille des angiopoiétines (A) et ses récepteurs Tie (B). Du
point de vue structural, les angiopoiétines sont similaires avec un domaine de
type coiled-coil et fibrinogéne (FN). Quant aux récepteurs Tie, ceux-ci sont
composés de trois domaines immunoglobulines (Ig), de domaines de type
epidermal growth factor (EGF), FN et de deux domaines intracellulaires
tyrosines kinases (TK) (adaptée d’aprés (133)).
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niveau d’oligomérisation, durée du traitement et type cellulaire) pourrait &tre en

partie responsable de ces différences.

Chez I’adulte, Angl est exprimée de maniére constitutive au niveau de plusieurs
tissus tels que le systeme nerveux central, les intestins, les muscles squelettiques,
le pancréas, I’utérus et les ovaires (121). Au niveau cellulaire, Angl est exprimée
par les cellules péri-endothéliales comme les péricytes et les cellules musculaires
lisses agissant de maniére paracrine sur les CE (120). Une étude récente a
démontré que I’hypoxie augmente I’ARNm de Angl dans les péricytes, mais non
dans les CE (131). En condition pathologique, I’expression de Angl est

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

Comparativement 2 Angl, Ang2 ainsi que son ARNm sont trés peu exprimés en
condition physiologique, mais leur expression est rapidement induite de fagon
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, 1’expression protéique de
Ang2 est induite par I’hypoxie et par des cytokines incluant le VEGF-Ags, le
bFGF, le TNF-a et I’angiotensine II (135-137). De plus, une récente étude a
rapporté que Ang?2 est entreposée dans les corps de Weibel-Palade des CE et que,
suite a un stimulus approprié, les corps de Weibel-Palade fusionnent avec la
membrane cytoplasmique reldchant 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 maniére autocrine pour induire ses activités biologiques
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(139). Dans la majorité des tumeurs, ’expression de Ang2 est accrue et le ratio
Ang2:Angl est augment€ en faveur de Ang2 (132).

En 1999, Valenzuela et coll. ont rapporté I’existence de deux membres
additionnels dans la famille des angiopoiétines, soit Ang3 et Ang4, homologues
retrouvés chez la souris et I’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
chimere de Ang3 a engendré uniquement la phosphorylation de Tie2 dans les
cellules non-endothéliales (123). De plus, un excédant de Ang3 a bloqué
I’activation de Tie2 par Angl. En se basant sur ces observations, Valenzuela et
coll. ont suggéré un rdle agonistique pour Angd 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 Tie

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 (Ig),
de trois domaines de type EGF et de trois segments de type fibronectine situés au
dessus de la membrane cellulaire. Les deux boucles Ig & I’extrémité amino-
terminale sont responsables de la liaison aux angiopoiétines (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 angiopoiétine ne se lie a Tiel et
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par conséquent, Tiel est considéré comme un récepteur orphelin (Figure 4B).
Cependant, des études récentes suggerent que le role de Tiel est de coopérer et de
moduler I'effet de Tie2 par I’entremise de leur hétérodimérisation via leur
domaine intracellulaire (119, 141). De plus, ce complexe Tiel:Tie2 peut étre
€galement régul€ par le VEGF, qui induit le clivage de I’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 2 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, ol son expression est
augmentée dans la goitrogenese, et sur les cellules du systéme nerveux, ot il a été
suggéré que les angiopoiétines modulent I’apoptose (144, 145). De plus, notre
laboratoire a récemment démontré que Tie2 est exprimé 2 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 a la surface membranaire d’un autre
polynucléaire, I’éosinophile (147). Finalement, Tie2 a été localisé sur les cellules
souches hématopoiétiques et les cellules endothéliales progénitrices isolées 2
partir de la moelle osseuse et son activation promeut I’interaction des cellules
souches hématopoiétiques avec leur microenvironnement et les protégent contre

les agents inducteurs de la myélosuppression (148-150).
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1.4.3 Réle des angiopoiétines/Tie dans ’embryogenése

Tot dans I’embryogenese, les récepteurs VEGFR-2, Tie2 et Tiel sont détectés a
intervalles d’une demi-journée a partir de E7, suggérant que chacun de ces
récepteurs tyrosines kinases jouent un rdle unique dans la vascularisation de
I’embryon de souris (151). L’inactivation du géne Tie2 entraine une létalité
embryonnaire entre les jours E9,5 et E10,5 avec d’importants défauts vasculaires
(152). Comparativement aux souris VEGFR-2"" et VEGF-A"", dont I’angiogenése
est perturbée dans sa phase initiale, les défauts vasculaires présentés par les souris
Tie2” refletent une perturbation tardive de I’angiogenése. En effet, I’analyse des
embryons de souris Tie2” a révélé un réseau vasculaire simplifi€, un nombre

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

des CE (152, 153).

Quant a Tiel, I’inactivation de son géne entraine aussi une létalité embryonnaire,
mais plus tardivement que Tie2, soit entre les jours E13,5 et 14,5 (154). Les
embryons de souris Tiel” présentent un défaut vasculaire du développement
caractérisé par des oedémes et une rupture de microvaisseaux induisant des
hémorragies (154). De facon étonnante, seul les capillaires sont affectés et les
vaisseaux sanguins principaux apparaissent normaux (154). A la lumiére de ces
observations, Tiel apparait essentiel a I’embryogenese et ce, malgré qu’il soit

toujours un récepteur orphelin.

L’inactivation du geéne de Angl produit un phénotype vasculaire similaire & celui
de Tie2 avec un réseau vasculaire immature et une létalité embryonnaire (E12,5)

(155). La surexpression de Angl dans la peau de souris (K14-Angl) supporte
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I’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 & l’induction de I’hyperperméabilit€é par un agent inflammatoire
indiquant que Angl est impliquée dans la maturation des vaisseaux sanguins et le
maintien de I’intégrité vasculaire (157). Aussi, les embryons des souris Angl"‘
sont caractérisés par des CE rondes et une diminution des cellules
périendothéliales ainsi que de la matrice extracellulaire suggérant que Angl
favorise I’intégrité vasculaire en partie grice au recrutement d’un support

endothélial (155).

Tout comme les souris K14-Angl, la peau des souris surexprimant le VEGF-A ¢4
(K14-VEGF-A64) présente une rougeur accrue due a une hypervascularisation du
derme (157). Cependant, les souris K14-VEGF-A ¢4 présentent des signes
d’inflammation aigué tels que I’oedéme et I’infiltration leucocytaire (157). Afin
de mieux comprendre le role de ces deux facteurs dans I’angiogeneése, des souris
doubles transgéniques pour le VEGF-A ¢4 et Angl ont été générées. Chez ces
derniéres, la vascularisation du derme est plus importante que celle retrouvée chez
la souris K14-VEGF-A 64 ou K14-Angl, mais elles ne présentent pas les signes
d’inflammation retrouvés chez la souris K14-VEGF-As. Suite & cette
observation, Thurston et coll. ont suggéré qu’une bithérapie (Angl plus VEGF-

A\64) pourrait offrir un avantage versus la monothérapie (VEGF-A j¢4) en générant

une angiogenese accrue avec des vaisseaux stables et non-perméables (157).
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Quant a Ang2, les études de transgeneése 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 Tie2” et Ang]"' (121). En effet, les souris transgéniques
surexprimant Ang2 sont caractérisées par des malformations vasculaires,
cardiaques et une létalité embryonnaire au jour E9,5-E10,5. Ce phénotype ainsi
que la capacité de Ang2 de bloquer la phosphorylation de Tie2 induite par Angl
sont a I’origine du rdle antagoniste de Ang2. Toutefois, le role de Ang2 est plus
complexe comme le démontre I’inactivation de son géne chez la souris (158). Les
souris Ang2” sont viables, mais la majorité décédent vers le 14°™ jour. Peu de
temps aprés s’étre alimentés pour la premiére fois, les souriceaux développent des
ascites chyleuses et des oedeémes causés par des malformations du syst&me
lymphatique. La substitution du géne de Ang2 par celui de Angl a prévenu les
malformations lymphatiques suggérant que Ang2 agit comme un agoniste de Tie2
dans le développement lymphatique. Par ailleurs, I’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 I’angiogenése. Cependant, ce
phénotype n’a pu étre sauvé par la substitution de Ang2 avec Angl. Ces résultats
suggerent que Ang2 est impliquée tardivement dans ’embryogenése ainsi que

dans I’angiogenése postnatale (158).

1.4.4 Fonctions biologiques des angiopoiétines
L’angiopoiétine 1 est considérée comme un facteur angiogénique aux propriétés
anti-inflammatoires. In vitro, Angl a un effet chimiotactique sur la migration des

CE (159) et induit le bourgeonnement des CE dans un modele 3D de gel de
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fibrine (160, 161). De plus, Angl favorise indirectement la migration des CE en
interagissant avec les intégrines o5 situées a la surface endothéliale (162). Ainsi,
d’une maniere indépendante a Tie2, Angl sert de support extracellulaire pour la

migration des CE.

Comparativement a son activité chimiotactique sur les CE, I’effet mitogénique de
Angl sur celles-ci est plus controversé. En effet, une étude récente a démontré
que Angl 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 role de Angl sur la prolifération des
CE. Par ailleurs, Angl 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 ét€ montré que Angl a un effet bénéfique
sur le traitement de plusieurs conditions pathologiques comme [’arthrite
rhumatoide, I’oedéme, la septicémie et I’athérosclérose (157, 171-173). L’aspect
bénéfique de Angl dans ces maladies semble étre médié par ces propriétés anti-
inflammatoires. En effet, de récentes études ont rapporté que Angl favorise le
recrutement a la jonction interendothéliale de plarelet endothelial cell adhesion
molecule-1 (PECAM-1) et atténue la phosphorylation de la vascular endothelial-
(VE)-cadhérine augmentant ainsi la stabilité des jonctions endothéliales (174). De
plus, Angl réduit I’adhésion chronique des neutrophiles aux CE induite par les

cytokines proinflammatoires incluant le VEGF-A¢s et le tumor necrosis factor o
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(TNFa) en atténuant I’expression des molécules d’adhésion (VCAM-1, ICAM-1

et E-sélectine) (171, 174).

D’autre part, notre laboratoire a montré que Angl posséde des activités
proinflammatoires aigu€s. En effet, la stimulation des CE avec Angl a induit la
synthése endogeéne du PAF, la translocation endothéliale de la P-sélectine et
I’adhésion transitoire et rapide des neutrophiles aux CE (127, 128). De plus, la
stimulation des neutrophiles avec Angl a engendré la synthése du PAF,
I’activation de la B,-intégrine (CD18) et I’adhésion transitoire des neutrophiles a
la matrice extracellulaire (127). Une équipe de recherche indépendante a
également rapporté que Angl induit la migration dirigée des neutrophiles et des
éosinophiles (146, 147), une autre composante de la réponse inflammatoire aigué.
I1 est intéressant de noter que Angl a inhibé I’activité chimiotactique du VEGF-A
sur les neutrophiles et les éosinophiles supportant I’hypothése que I’effet net des
angiopoiétines dépend en partiec de la présence additionnelle de facteurs de
croissance, particulierement du VEGF-A.

Dans certains modeles in vitro, Angl et Ang2 possédent des activités biologiques
similaires. Tout comme Angl, il a ét€ démontré que Ang2 engendre la migration
orientée des cellules endothéliales, des neutrophiles et des éosinophiles (125, 146,
147). Aussi, Ang2 supporte directement ’adhésion des CE par I’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 I’adulte Ang2 est présent presque
exclusivement aux sites de néovascularisation, il a ét€ suggéré que Ang2 pourrait

contribuer a I’angiogenése en recrutant les EPC aux sites de néovascularisation.
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De plus, I’angiopoiétine-2 prévient I’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 XIlIla et tissue plasminogen activator
(tPA)), des médiateurs de la réponse inflammatoire aigué (Il-8, la P-sélectine et
I’éotaxine) et des vasomodulateurs (endothéline 1, enzyme de conversion de
I’endothéline et le calcitonin-gene-related peptide) (177). Récemment, Fiedler et
coll. 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
derniére pourrait avoir un rdle dans le maintien de 1’homéostasie vasculaire. En
effet, de récentes données suggerent que Ang2 a des propriétés inflammatoires
similaires a celle du VEGF-A 5. Roviezzo et coll. ont rapporté que Ang2 induit
une augmentation de la perméabilité vasculaire et le recrutement des neutrophiles
in vivo chez la souris (126). En accord avec cette derniére observation, Ang2
promeut in vitro la migration des neutrophiles (146). Par contre, Ang2 atténue
infiltration des leucocytes engendrée par le zymosan, un exemple
supplémentaire de I’effet bivalent de Ang2 (126). Quant 2 son effet sur la
perméabilit€ vasculaire, il a été suggéré que Ang2 emprunte la méme voie
intracellulaire que le VEGF-A 65 tel que démontré par I’absence d’un effet additif
lorsque le VEGF-A 65 et Ang2 sont injectés simultanément a leurs concentrations

maximales (126).
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Par ailleurs, une étude récente a montré qu’Ang2 sensibilise les CE a répondre
aux médiateurs inflammatoires (178). En effet, les souris Ang2'/' ont été
incapables de générer une réponse inflammatoire aigué suite a une injection de
thioglycollate ou de staphylococcus aureus, des médiateurs du recrutement
leucocytaire. L’analyse des mécanismes de I’infiltration leucocytaire dans les
souris Ang2” a révélé une défaillance dans I’adhésion ferme des leucocytes aux
CE. Ang2 favorise I’expression de ICAM-1, VCAM-1 et E-sélectine en
sensibilisant les CE a répondre aux cytokines proinflammatoires incluant le TNF-
a (178). L’ensemble de ces observations ouvre plusieurs perspectives

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

Comparativement aux angiopoiétines 1 et 2, la fonction biologique des
angiopoiétines 3 et 4 a été€ relativement peu étudiée et, A ce jour, aucune étude
d’inactivation génique n’a été réalisée. Toutefois, il a été rapporté que Ang3 et
Ang4 stimulent I’angiogenése dans le modele 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 Tie

Regle générale, la signalisation des récepteurs tyrosines kinases est initiée par la
dimérisation du récepteur médiée par le 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
Angl induit la phosphorylation du résidu Y1108 de Tie2 et le recrutement de

downstream-of-kinase-related (Dok-R), qui a son tour est phosphorylé (179).
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Ensuite, la forme phosphorylée de Dok-R mobilise d’autres protéines de
signalisation cellulaire incluant p2/-activated kinase (PAK) et la protéine
adaptatrice Nck. De plus, Master et coll. ont montré que la surexpression de PAK

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

De plus, Angl induit le recrutement de la sous-unité régulatrice de la PI3K (p85)
au résidu phosphorylé Y1102 de Tie2 entrainant I’activation de la sous-unité
catalytique de la PI3K (p110) et subséquemment, ’activation de Akt (133).
L’inhibition pharmacologique de la PI3K a révélé sa contribution essentielle a
plusieurs des activités biologiques médiées par Angl 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, Racl, p38 et p42/44 MAPK (160, 182-184) et inhiber le
facteur de transcription proapoptotique forkhead (FKHR) (167). Angl peut
également activer p42/44 MAPK par la voie ras-dépendante (185) via la
mobilisation de Grb2 au résidu Y1102 de Tie2 (186). Aussi, ’inhibition de la
p42/44 MAPK réduit I’effet migratoire et anti-apoptotique de Angl sur les CE
(184, 185). 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 p42/44 MAPK d’une maniére similaire 2
Angl (128). En appui, Harfouche et coll. ont rapporté que ces voies

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

Par ailleurs, la phosphorylation du résidu Y1113 de Tie2 par Angl 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-xB (187). Aussi, il a été
démontré qu’Angl peut activer les signal transducers and activators of
transcription factor-3 (STAT-3) et factor-5 (STAT-5) (188). De plus, plusieurs
autres protéines pouvant s’associer & Tie2 ont été identifiées, mais dont les

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

1.4.6 Role des angiopoiétines dans D’angiogenése tumorale et avenues
thérapeutiques

L’angiogenése est un processus finement régulé présent lors de la réparation
tissulaire, du cycle menstruel et du cancer, ou les facteurs pro- et anti-
angiogéniques peuvent étre relichés par les cellules cancéreuses, stromales,
endothéliales et sanguines ainsi que par la matrice extracellulaire (189). Ces
facteurs sont a la base de I'hypothése de la transition angiogénique émise par
Hanahan et Folkman (190). Ces derniers ont proposé que la transition
angiogénique, qui apparait généralement t6t 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 D’expansion clonale rapide associée au développement de tumeurs

macroscopiques (190, 191).

Tanaka et coll. ont rapporté que I’Ang2 contribue a la transition angiogénique des

tumeurs  (192). Ces derniers ont suggéré que Ang2 déstabilise
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Figure 5: Représentation schématisée des voies de signalisation induites par
Pactivation de Tie2. La liaison d’Angl ou Ang2 induit la dimérisation du
récepteur Tie2 et I’autophosphorylation de certains résidus tyrosine, qui permet
I’activation de la PI3K. Cette derniére induit a son tour I’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 p42/44 MAPK activée par
via la PI3K et la voie Grb2/Ras/Raf. Finalement, une partie des effets anti-
inflammatoires de Angl est due & sa capacité d’inhiber le facteur de transcription
NF«B (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 a I’effet des autres facteurs angiogéniques incluant le VEGF-A (191).

Quant a Angl, son rdle est moins clair dans I’angiogenése tumorale.
L’expression de Angl est augmentée dans plusieurs tumeurs incluant les
glioblastomes (193-195), le cancer broncho-pulmonaire non a petites cellules
(196-198) et dans certains cancers ovariens (199, 200). Toutefois, Hawighorst et
coll. ont découvert que la surexpression de Angl dans un carcinome épidermoide
réduit de 70% la masse tumorale qui est caractérisée par peu de vaisseaux et ceux-
ci présentent un phénotype plus mature d a un nombre élevé de péricytes (201).
L’explication de cette contradiction apparente réside dans la notion du switch
angiogénique. En effet, a ’aide d’une méta-analyse, Tait et Jones ont observé une
variation imprévisible de la quantité de Angl 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 2 Angl
entraine une néovascularisation rapide et une tumeur plus proliférative et plus
agressive, tandis qu’un ratio peu €levé induit une angiogenése plus modérée et
une tumeur moins invasive. Finalement, si la quantité d’Angl est supérieure a

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

Malgré le potentiel promoteur de Ang2 comme cible thérapeutique, a ce jour,
aucun compos€é anti-angiogénique ciblant Ang2 n’a encore été rapporté dans la

littérature. Toutefois, Tournaire et coll. ont rapporté que la courte séquence
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peptidique NLLMAAS peut inhiber la liaison de Ang2 a Tie2 mais interfére aussi
avec la liaison de Angl au récepteur Tie2 (202). La difficulté d’inhiber
sélectivement Ang2 versus Angl réside en partie dans le fait qu’elles possédent la
méme affinité et spécificité envers Tie2 (121). Aussi, I’utilisation d’un anticorps
envers Ang2 apparait plus prometteur tel que I’ Avastatin pour le VEGF-A. Par
ailleurs, il est possible de tirer avantage du fait que Ang2 apparait de fagon
précoce sur I’endothélium perturbé par les cellules tumorales adjacentes. Ainsi,
I’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 I’acuité de la chimiothérapie.

1.5 L’inflammation et ’angiogenése

Il est maintenant reconnu que I’angiogenése et I’inflammation sont deux
phénoménes mutuellement dépendants 1'un de l'autre tant au niveau
physiologique (réparation tissulaire) que pathologique (cancer, psoriasis et arthrite
rhumatoide) (203). Les tissus présentant une inflammation contiennent une
quantité¢ importante de cellules inflammatoires qui stimulent I’angiogenése en
relichant des facteurs de croissance. D’autre part, la formation de nouveaux
vaisseaux permet le maintien de I’inflammation en acheminant de nouvelles
cellules inflammatoires et un apport accru en oxygéne et nutriments (203). De
fait, dans les modeles expérimentaux d’arthrite rhumatoide, I’inhibition de
I’angiogenese atténue I'inflammation et a I’inverse, les inhibiteurs de la
cyclooxygénase-2 (COX-2) ainsi que les anti-inflammatoires non-stéroidiens
(AINS) réduisent I’angiogenése supportant la notion de codépendance entre

I’angiogenese et I'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 I’étiologie (bactérie, virus, réaction auto-immune), I’inflammation
chronique succéde a I’inflammation aigué€ et conduit a plusieurs pathologies
incluant I’arthrite rhumatoide, le psoriasis, I’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 reliche de métalloprotéases qui induisent la dégradation de
la matrice interstitielle et une réparation tissulaire continuel (angiogenése, fibrose

et prolifération des fibroblastes).

L’inflammation aigué est définie comme la réponse physiologique locale d’un
tissu & une agression (bactérie, brilure, ischémie) et elle se manifeste par une
rougeur, une tuméfaction, une sensation de douleur et de chaleur ainsi qu’a
I’occasion par une perte de la fonction de I’organe. L’inflammation aigué est
orchestrée par de nombreux médiateurs inflammatoires qui peuvent étre d’origine
exogene (produits dérivés des bactéries et virus) ou endogéne (cytokines,
chimiokines et prostaglandines). Suite a 1’agression, une premiére vague de
médiateurs inflammatoires incluant le PAF, I’histamine, I’ATP, la bradykinine
sont relachés engendrant une vasodilatation et une augmentation de la
perméabilité microvasculaire. Ces deux phénomenes induisent un accroissement
de la pression hydrostatique et la formation d’oedeme tissulaire. D’autre part,
I’activation de I’endothélium par les médiateurs inflammatoires permet le

recrutement de neutrophiles qui émigrent vers le site extravasculaire sous I’effet
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de facteurs chimioattractants. Par la suite, s’il s’agit d’une infection bactérienne,
les neutrophiles phagocytent I’agent microbien permettant ainsi la résolution de la
réaction inflammatoire aigu€. Par contre, si cette derniére n’est pas résolue, elle
se transforme en réaction inflammatoire chronique avec I’apparition de cellules
mononuclées et 1’établissement d’une boucle pernicieuse alternant entre

réparation et destruction tissulaire.

1.5.2.1 L’hyperperméabilité microvasculaire

Aprés une blessure thermique ou chimique a la peau, la perméabilité vasculaire
augmente pour une phase initiale de 15 a 20 minutes, qui est suivie par une courte
pause avant d’augmenter & nouveau pour plusieurs heures (206). Cependant, le
type de réponse varie grandement en fonction de 1’espéce animale, de I’organe et
du stimulus affectant le tissu. Les médiateurs proinflammatoires comme
I’histamine, la bradykinine, le PAF et le VEGF-Aj¢s induisent une
hyperperméabilité similaire a la phase initiale décrite ci-dessus. A I’aide de la
microscopie €lectronique, Majno et Palade ont montré que I’augmentation de la
perméabilité médiée par I’histamine et la sérotonine est restreinte aux veinules
(207, 208). En accord avec la précédente observation, d’autres études ont
rapporté que le VEGF-A g5, I’histamine, la sérotonine et la bradykinine induisent

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

A partir de I’étude initiale de Majno et Palade, il a ét€ suggéré que les
fenestrations observées sont le résultat de la formation d’espaces intercellulaires
due au reldichement des jonctions interendothéliales (208). En complément 2 cette

hypothése, Majno et Palade ont proposé que les espaces intercellulaires sont
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générés par la contraction des CE les éloignant ainsi 'une de 1’autre (210).
D’autre part, Dvorak et coll. ont é€galement rapporté que le VEGF-Ags,
I’histamine et la sérotonine augmentent la perméabilité vasculaire par une route
transcellulaire via les organelles vésiculovacuolaires (38). Toutefois, cette
hypothése a été peu approfondie au niveau moléculaire comparativement a celle
liée aux espaces intercellulaires. Ainsi, il est généralement accepté que
I’hyperperméabilité induite par les médiateurs inflammatoires est générée suite
la relache des jonctions endothéliales combinée a une contraction des CE, bien

que les deux hypothéses 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 I’arbre vasculaire en fonction des besoins tissulaires. Par exemple,
I’endothélium des veinules post-capillaires, qui permet un échange dynamique
entre le milieu vasculaire et interstitiel, est composé principalement de jonctions
adhérentes. A 1’opposé, les CE de la barriere hématoencéphalique, qui requiert
une étanchéité quasi complete, sont riches en jonctions serrées (211-214) (Figure
6).

Les jonctions serrées (zona occludens) sont localisées a l'apex des cellules
épithéliales et endothéliales ou elles forment une bande continue tout autour qui
assure l'étanchéité. Les jonctions serrées sont formées de trois protéines
extracellulaires: 'occludine, les claudines et la junctional adhesion molecule

(JAM).
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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 ’entremise de sa portion
cytoplasmique, la VE-cadhérine est liée a la [-caténine, la pl20 et la
plakoglobine. La B-caténine et la plakoglobine s’associent a I’a-caténine, qui 4
son tour se lie au cytosquelette d’actine. Ces liaisons permettent ’ancrage de la
jonction adhérente au cytosquelette. L’occludine et les claudines sont des
protéines transmembranaires des jonctions serrées. Ces derniéres sont fermement
ancrées au cytosquelette via les protéines de la famille des zona-occludens
(adaptée de (211)).
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L’occludine et les claudines, qui composent une famille d’au moins 24 membres,
sont responsables de P’étanchéité des jonctions serrées, tandis que JAM est
impliquée dans la 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 a la polarisation des CE et 4 la perméabilité
paracellulaire (212). En effet, il a été démontré que la combinaison de
Iinterféron-y et du TNF-a augmente la perméabilité vasculaire suite a4 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 I’hyperperméabilité, laisse croire que les jonctions serrées ont un role

marginal dans ce phénoméne.

La VE-cadhérine, principale composante des jonctions adhérentes, est responsable
de [I’interaction cellule-cellule via la liaison homophilique de son domaine
extracellulaire (217). La partie carboxy-terminale de la VE-cadherine se lie a des
protéines intracellulaires, incluant la B-caténine, la plakoglobine. Ces dernieres
par I’intermédiaire de leur liaison a I’a-caténine permettent ’ancrage de la VE-
cadherine au cytosquelette d’actine stabilisant les jonctions interendothéliales. La
partie intracellulaire de la VE-cadherine peut également s’associer a la p120, qui

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

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

adhérente contribue a I’apparition des fenestrations dans I’endothélium. En effet,
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la stimulation d’une monocouche de CE avec les médiateurs inflammatoires
(VEGF-A s, PAF, thrombine, histamine, TNF-a) induit la phosphorylation de la
partie intracellulaire de la VE-cadhérine ainsi que des composantes intracellulaires

de la jonction adhérente (37, 218-220).

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 a partir de la jonction cellulaire (219, 221, 222).
D’un autre coté, plusieurs études ont rapporté que la VE-cadhérine reste a la
jonction cellulaire malgré une augmentation de la perméabilité vasculaire (37,
218). Néanmoins, dans tous les cas, la VE-cadhérine et la B-caténine sont

dissociées de leur ancrage au cytosquelette (223, 224).

Par ailleurs, les jonctions adhérentes sont aussi impliquées dans plusieurs autres
fonctions endothéliales. Premiérement, la VE-cadhérine contribue 2 I’inhibition
de contact entre les CE et I’arrét de la prolifération des CE nécessaires a la
formation d’une monocouche (225). D’une maniére étonnante, la VE-cadhérine
est aussi impliquée dans la survie cellulaire induite par le VEGF-A ¢s/VEGFR-2
en amplifiant I’activation de la voie antiapoptotique PI3K/Akt (226). Finalement,
en étroite collaboration avec le VEGFR-2, la VE-cadhérine agit 2 titre de senseur

des forces de cisaillement (227).

1.5.2.3 Contraction endothéliale
Outre la relache des jonctions interendothéliales, I’hyperperméabilité est médiée

par la contraction des CE, un mécanisme demandant I’interaction entre la myosine
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et P’actine. Au niveau cellulaire, la contraction endothéliale se manifeste par la
réorganisation de ’actine corticale, la polymérisation de I’actine en fibres de
stress et |’association de la myosine non musculaire a I’actine. Ce dernier élément
requiert la phosphorylation de la sous-unité régulatrice de la chaine légére de la
myosine (MLC), qui induit un changement de conformation dans la myosine

favorisant le glissement de la téte de myosine le long de I’actine.

La phosphorylation de la sous unité régulatrice de la MLC résulte, d’une part, de
sa phosphorylation directe par la myosin light chain kinase (MLCK), et, d’autre
part, de I’inhibition de la myosin phosphatase type 1 (PP1M) par la voie de Rho
kinase (228, 229). Ces deux événements sont sous le contrble de deux voies
distinctes. L’activation de la MLCK est médiée par le complexe
calcium/calmoduline et/ou par p60°**. Quant & Rho kinase, celle-ci est activée en
amont par RhoA. La contribution relative des deux voies signalétiques conduisant
a la phosphorylation de la sous-unité régulatrice de la MLC n’est pas encore bien
comprise. En effet, I’inhibition de la MLCK ou de la RhoA atténue de fagon

similaire I’augmentation de la perméabilité induite par la thrombine (230, 231).

Par ailleurs, il est reconnu que 1’adénosine monophosphate cyclique (AMPc)
inhibe la contraction endothéliale et par conséquent, favorise I'intégrité vasculaire
(206). En effet, plusieurs études ont rapporté que I’AMPc et son effecteur
principal, la protéine kinase A (PKA), protégent contre I’augmentation de la
perméabilité induite par la thrombine, le phorbol myristate acetate (PMA) et le
lipopolysaccharide (231-234). 11 a été démontré que I’AMPc/PKA agit en

inhibant la myosine par I’entremise de la MLCK et la phosphorylation de la VE-
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cadhérine (231). Aussi, les agents activant la voie AMPc/PKA peuvent inhiber la
formation des fibres de stress et 1’activation de la Rho kinase (235) et réduire
ainsi, la perméabilité vasculaire induite par 1’histamine, la bradykinine et le PAF

(236).

1.5.2.3 Réle 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 I’angiogenése, 1’agrégation plaquettaire, 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 fagon constitutive et leur activité enzymatique est régulée par le
Ca** intracellulaire et par I’état de phosphorylation (76, 238, 239). De plus,
I’interaction de la eNOS avec la calmoduline et la calvéoline-1 affecte son
activation (75, 240). Quant a la iNOS, son expression est induite en condition
inflammatoire chronique (heures) dans les cellules musculaires, endothéliales et
immunitaires (241). En condition inflammatoire aigué (minutes), la eNOS est
impliquée dans I’hyperperméabilité vasculaire induite par plusieurs médiateurs
inflammatoires. En effet, I’inhibition pharmacologique de la eNOS et son
inactivation génique chez les souris atténuent la perméabilité vasculaire induite
par I’histamine, I’ADP, la bradykinine, les ionophores, I’ATP, le PAF et le
VEGF-Aj65 (206). L’action proinflammatoire du NO semble é&tre médiée par
I’activation de la guanylate cyclase, une enzyme sensible au NO qui génere 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 étre médi€e par la protéine kinase G (PKG), une kinase dépendante
du GMPc (244). D’un autre coté, il a ét€ proposé que I’augmentation du GMPc
stimule la phosphodiesterase II, qui dégrade I’AMPc et ainsi, diminuerait 1’effet

stabilisateur de la voie AMPc/PKA sur I’intégrité vasculaire (206, 245).

1.5.2.4 Le PAF, médiateur inflammatoire

Identifi€ a 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 aigué. Via ses récepteurs endothéliaux
membranaires ou intracellulaires, le PAF induit une augmentation de la
concentration calcique intracellulaire, la contraction des cellules et la reliche des
jonctions endothéliales menant a I’hyperperméabilité (246-249). Un nombre
grandissant d’évidences indique que le PAF participe 4 I’angiogenése. Par
exemple, in vitro, le PAF induit la migration des CE et la formation de tubes
capillaires (246, 250). De plus, il a ét€ rapporté que le PAF promeut la
néovascularisation dans la cornée de souris, et ce, suite a I’induction d’une

synthése de VEGF (251).

De plus, il a été€ rapporté que le PAF joue un r6le 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 I’exudation des

protéines plasmatiques induite par le VEGF-A 65 (252). De plus, ces derniers ont



50

rapporté que la stimulation des CE avec le VEGF-A¢s induit une synthése de
PAF (252). Des études subséquentes réalisées par notre laboratoire ont permis
d’identifier les voies de signalisation impliquées dans la synthése du PAF (66,
105, 253-256). Le VEGF-Aj¢s par ’entremise du complexe VEGFR-2/NRP-1
active la voie de remodelage aboutissant 2 la synthése de PAF. Suite 2
activation du complexe VEGFR-2/NRP-1, les voies p38 et p42/44 MAPK sont
activées et forment un complexe multiprotéique avec la mitogen-and stress-
activated protein kinase-1 (MSKI1) et la phospholipase A, de type V permettant la
synthése du PAF (Figure 7). Il est a noter que le PAF peut étre également généré
par une voie de novo, mais cette derniére n’est pas impliquée dans la synthése de
PAF induite par le VEGF-A¢s (257). En appui a la découverte initiale réalisée
par Sirois et Edelman, un autre groupe de recherche a rapporté que la synthése
endothéliale de PAF est essentielle a I’angiogenése tumorale induite par le VEGF-
Ajes supportant I’hypothése que le PAF est un médiateur des effets
inflammatoires du VEGF-A 65 (258). En accord avec cette hypothése, Rollin et
coll. ont rapporté que la translocation de la P-sélectine 2 la surface endothéliale et
I’adhésion subséquente des neutrophiles induite par le VEGF-A g5 sont médiées

par la synthése endothéliale du PAF (43) (Figure 7).

1.5.2.5 La cascade de Pinfiltration leucocytaire

Les neutrophiles sont les leucocytes les plus abondants et les premiéres cellules
immunitaires retrouvées au foyer d’infection. L’infiltration leucocytaire vers le
tissu enflammé est initiée par le roulement des neutrophiles a la surface de
I’endothélium activé. En réponse aux médiateurs inflammatoires, les molécules

d’adhésion sont exprimées a la surface des CE et des leucocytes favorisant
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Figure 7 : Représentation schématisée de la synthése endothéliale de PAF
induite par le VEGF-A¢s. La stimulation du VEGFR-2/NRP-1 par le VEGF-
Aes entraine D’activation des voies p42/44, p38 MAPK et la sPLA2-V, qui
forment un complexe multiprotéique avec la MSK1. Par la suite, sSPLA2-V génére
du lyso-PAF, qui, par la suite est converti en PAF suite & I’action de la lyso-PAF
acétyle transférase (adaptée de (253)).
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I’adhésion transitoire des leucocytes a I’endothélium. Cette premiére étape est
principalement médiée par la famille des sélectines; L-sélectine (CD62L),
exprimée de maniere constitutive par les leucocytes; la E-sélectine (CD62E), dont
I’expression endothéliale est induite par les médiateurs inflammatoires; et la P-
sélectine (CD62P), entreposée dans les granules a des plaquettes et dans les corps
de Weibel-Palade des CE. Les sélectines interagissent avec leurs ligands
oligosaccharidiques, i.e. CD34 pour CD62L, E-selectin glycoprotein ligand-1
(ESGL-1) pour CD62E et P-selectin glycoprotein ligand-1 (PSGL-1) pour
CD62P. Cette captation lache des leucocytes 2 la surface endothéliale facilite leur
activation et leur adhésion 2 la surface des veinules post-capillaires. De plus, la
diapédése des neutrophiles requiert la contribution additionnelle de platelet

endothelial adhesion molecule-1 (PECAM-1) (pour revue voir (259)).

L’adhésion ferme et la diapédese des leucocytes sont dépendantes de I’activation
des intégrines leucocytaires et de I’expression des molécules d’adhésion
apparentées aux immunoglobulines a la surface endothéliale. Les leucocytes
activés par les médiateurs inflammatoires (IL-8, PAF et LPS) expriment 2 leur
surface un hétérodimere formé de la B2-intégrine (CD18) en association avec
I'intégrine @, ou ay. Le principal ligand de la B2-intégrine activée est la famille
de molécules d’adhésion apparentées aux immunoglobulines (ICAM), qui est
formée de ICAM-1, ICAM-2 et ICAM-3. L’importance de I’interaction entre la
B2-intégrine et ICAM-1,-2 et -3 est illustrée par les individus présentant un déficit
génique pour la P2-intégrine (Leukocyte adhesion deficiency, LAD-1) qui
souffrent d’infections graves et répétées dues a 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 possédent la capacité de répondre et de migrer en direction
d’un agent chimioattactant. Ce phénomeéne est essentiel pour une multitude de
processus incluant I’angiogenese, la croissance neuronale, la réparation tissulaire
et ’embryogenése. Ce phénomene est bien illustré par la réponse chimiotactique
des neutrophiles, qui migrent vers le site de I’inflammation. Lorsqu’ils sont
exposés a un gradient d’agent chimioattractant, les neutrophiles se déplacent grice
a ’extension de pseudopodes accompagnée de la contraction et de la rétraction de
la partie postérieure. Ce mouvement, dit amoeboide, fait intervenir I’action
concertée de plusieurs voies de signalisation permettant d’atteindre des vitesses
allant jusqu’a 20 pm a 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,
ou 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 I’agent microbien.

1.5.2.7 Les facteurs chimioattractants

La migration des neutrophiles peut étre engendrée par une variété de composés de
provenance endogéne et exogeéne. De plus, les composantes des agents infectieux
tels que les endotoxines et I’ARN double brin engendrent une vague de facteurs
formés de cytokines pro-inflammatoires (interleukine-1p (IL-1B) et TNF-a) et de

chimiokines. A leur tour les cytokines induisent la synthése additionnelle de
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facteurs chimioattractants (PAF, leucotriénes et chimiokines) générant une boucle

d’amplification inflammatoire (262) .

Les chimiokines (chimiotactiques cytokines) sont de petites protéines liant
I’héparine et dirigeant, par I’entremise de leur récepteur a 7 domaines
transmembranaires, le mouvement des leucocytes au site d’inflammation. A 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 premitres de quatre cystéines sont adjacentes I’'une & ’autre. Les membres
les plus connus sont le monocyte chemoattractant protein 1 (MCP-1; CCL2), le
macrophage inflammatory protein-1a (MIP-1a; CCL3) et RANTES (CCL5), qui
agissent sur les €osinophiles, les monocytes, les basophiles et les lymphocytes T

(263).

Les chimiokines CXC forment la seconde famille et possédent un acide aminé
entre les deux premieres cystéines. L’interleukine 8 (CXCL8) est un prototype de
cette famille et, comme la majorité des CXCL, attire les neutrophiles aux sites
d’inflammation aigué (263). De plus, CXCL8 est une chimiokine A caractére
proinflammatoire qui induit I’hyperperméabilité microvasculaire et 1’adhésion des

neutrophiles et des monocytes a la surface endothéliale (264, 265).

La troisieme famille, CX3C, dont les deux premiéres cystéines sont entrecoupées
de trois résidus, est formée d’un seul membre, la fractalkine (266). Cette derniére
a pour particularit€¢ d’agir comme molécule d’adhésion lorsqu’elle est liée a la

membrane plasmique des CE et, comme agent chimioattractant quand elle est
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clivée (267, 268). Quant a la derniére famille, elle est composée du facteur

chimiotactique, la lymphotactine (XCL1) (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
chimiokines.  L’activation de I'isoforme y de la PI3K par les facteurs
chimiotactiques est responsable de I’établissement du gradient intracellulaire de
phosphatidylinositol (PtIns) 3,4,5-triphosphate nécessaire a I’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 Dictyostelium, une amibe, il a
été démontré qu’Akt phosphoryle et active p21-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 ol la chimiotaxie et la
phosphorylation de Akt induites par CXCLS8/IL-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 I’existence d’une autre voie. En effet, il a été€ démontré que la voie p38
MAPK participe a la chimiotaxie des neutrophiles humains et de souris (271,
272), mais ses cibles moléculaires n’ont pas encore ét€ bien définies (273). Par
analogie avec son role dans la migration des cellules endothéliales, il est plausible
que la p38 MAPK contribue a la polymérisation de I’actine chez les neutrophiles.

Parmi les cibles potentielles, Rac, p21-activated kinase (PAK), PAK-interacting
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exchange factor (PIXa) et Cdc42 ont toutes été impliquées dans I’organisation et
la polymérisation de I’actine lors de la chimiotaxie des neutrophiles (261, 273-

275).

ERK1/2 est aussi exprimée dans les neutrophiles et peut étre activée par plusieurs
chimioattractants incluant CXCLS8/IL-8 et fMLP (273). De récentes études ont
rapporté que I’inhibition pharmacologique de ERK1/2 n’a pas affecté (276-278)
ou partiellement (279, 280) la migration des neutrophiles induite par le fMLP
suggérant que ERK1/2 ne joue pas un réle majeur. Quant a son implication dans
I’effet chimiotactique de CXCLS8/IL-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 rdle important dans
’orientation du neutrophile dans le cas ou deux chimioattractants sont localisés de
part et d’autre. Il a été démontré que les neutrophiles se dirigent prioritairement
vers I’agent qualifié de cible primaire (fMLP et C5a) versus I’agent secondaire
(CXCL-8/IL-8 et le LTB4), qui est produit par I’hdte. 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.
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1.6 Contexte de la recherche

Un nombre grandissant d’études supportent [I’hypothése que I’inflammation
contribue au développement et au maintien de I’angiogenése physiopathologique.
Cette contribution peut s’observer a différents niveaux, par exemple, ’apport de
facteurs angiogéniques par les cellules inflammatoires. Pour notre part, au cours
des derniéres années, nous avons étudié plus spécifiquement les propriétés
inflammatoires des facteurs de croissance incluant le VEGF et les angiopoiétines.
De surcroit, 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-A 45 induit la synthése endothéliale du
PAF et, a délimité les voies intracellulaires nécessaires a la synthése 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 I’adhésion des neutrophiles et
I’hyperperméabilité vasculaire (43, 252, 258). En effet, les docteurs Sirois et
Edelman ont rapporté que le prétraitement de rats avec un antagoniste des
récepteurs du PAF prévient ’exsudation des protéines induite par le VEGF-A g5
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-
Ayes portant une ambiguité quant a la contribution de ces médiateurs dans
I’hyperperméabilité induite par le VEGF-A¢s. Par conséquent, le but de ce projet
de recherche était de délimiter le réle 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 a la surface endothéliale par Angl et Ang2 engendrent
plusieurs activités proinflammatoires notamment la synthése de PAF, Ia
translocation de la P-sélectine, I’adhésion transitoire des neutrophiles et
I’hyperperméabilité vasculaire (127, 128). Or, une récente étude réalisée par notre
laboratoire a démontré ’expression de Tie2 & la surface des neutrophiles. De
plus, nous avons rapporté que I’activation de Tie2 par Angl et Ang2 induit aussi
des activités proinflammatoires, incluant la synthése endogéne de PAF,
Pactivation de la P2-intégrine et I’adhésion des neutrophiles a la matrice
extracellulaire (127). Ainsi, nous avons voulu déterminer si les angiopoiétines
pouvaient moduler d’autres aspects de la réaction inflammatoire aigué, plus

particulierement 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 permeability 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-A 5, VEGF-A,; and VEGF-C
(1 uM) which activate VEGFR-2 (Flk-1) receptor increased vascular permeability,
whereas a treatment with VEGFR-1 (Flt-1) analogs; PIGF and VEGF-B (1 uM)
had no such effect. Pretreatment of mice with PAF receptor antagonist
(LAUB8080) or endothelial nitric oxide synthase (eNOS) inhibitor (L-NAME)
abrogated protein extravasation mediated by VEGF-A¢s. As opposed to PAF
(0.01-1 uM), treatment with acetylcholine (ACh; up to 100 pM; inducer of NO
synthesis) or sodium nitroprusside (SNP; up to 1 uM; NO donor) did not induce
protein leakage. Simultaneous pretreatment of mice with eNOS and protein
kinase A (PKA) inhibitors restored VEGF-A¢s vascular hyperpermeability
suggesting that endogenous NO synthesis leads to PKA inhibition, which support
maintenance of vascular integrity. Our data demonstrate that VEGF analogs
increase vascular permeability through VEGFR-2 activation, and that both
endogenous PAF and NO synthesis contribute to VEGF-A ¢s-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-A j¢s proinflammatory activities.
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2.2 INTRODUCTION

Vascular endothelial growth factor (VEGF) is a key modulator of angiogenesis
promoting endothelial cell (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-Axgs, 189, 165, 145 and
121 which are produced from a single gene by alternative splicing [Jussila, 2002].
VEGF family includes 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 (Flt-1) and VEGFR-2 (Flk-1/KDR), which are
expressed majoritary on EC, and VEGFR-3 (Flt-4), which is mainly limited to the
lymphatic endothelium [Jussila, 2002]. VEGF-A binds to VEGFR-1 and
VEGFR-2; PIGF-1, PIGF-2 and VEGF-B bind to VEGFR-1; VEGF-C and D bind
to VEGFR-2 and R-3; whereas VEGF-E interacts only with VEGFR-2 [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-A s to VEGFR-2 and potentiates
various VEGF-A 65 biological activities [Bernatchez, 2002; Rollin, 2004; Soker,
1997; Bernatchez, 2002]. Such selectivity is attributable to the presence of
VEGF-A exon 7 in VEGF-A 65, a domain that is lacking in VEGF-A |,;, VEGF-C,
VEGEF-D and PIGF-1 [Soker, 1997]

We previously reported that VEGF-A 65 increases vascular permeability through

the synthesis of endothelial platelet-activating factor (PAF). Under in vivo
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condition, VEGF-A¢s-mediated protein extravasation was prevented by a
pretreatment with a PAF receptor antagonist. Our observation was supported by
the capacity of VEGF-Aes to induce a rapid and transient PAF synthesis in
cultured endothelial cells [Sirois, 1997]. However, there is little information
defining how PAF might contribute to the modulation of endothelial integrity
under VEGF stimulation. The endothelial cell-cell 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 has been reported that thrombin and VEGF-A phosphorylates FAK
and that 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 family of catenins, including a-,
B- and y-catenins, oa-actinin and vinculin [Bazzoni, 2004]. Interestingly,
stimulation of EC either with VEGF-A¢s or PAF induces a rapid and transient
phosphorylation of VE-cadherin and the dissociation of adherens junction leading
to gap formation [Kevil, 1998; 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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linker 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-A ¢s-
induced vascular hyperpermeability [Murohara, 1998; 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 [Fujii, 1999; Gimeno, 1998],
whereas others did not detect such effect [Murohara, 1998; Feletou, 1996;
Klabunde, 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 permeability increase and investigate the contribution of PAF and NO.
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2.3 MATERIAL AND METHODS
Materials: Vascular endothelial growth factor-A,¢s (VEGF-A 5) was purchased
from PeproTech Inc. (Rocky Hill, NJ), VEGF-A;, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D,
placental growth factor-1 (PIGF-1) and basic fibroblast growth factor (bFGF)
were 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
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. LAU8080 (formerly known
as BN50730) was generously provided by Dr. Nicolas Bazan (Louisiana State

University Health Sciences Center, New Orleans, LA).

Cell culture: Human umbilical vein endothelial cells (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.

Vascular permeability studies: EB dye binds specifically to albumin and is 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. CD1 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 ketamine HCl (100 mg/kg) and xylazine HCI (10
mg/kg). The mice received a bolus injection of EB dye (20 mg/kg) in the caudal
vein. This was followed 30 minutes later by an intradermal injection in mice ears
of VEGF-Ayss (4, 40 or 400 ng/10 ul; final concentration 0.01, 0.1 or 1 pM,
respectively), VEGF-A),,, -B, -C, -D, PIGF-1 (1 uM), bFGF (1 uM), PAF (0.01,
0.1 and 1 pM), SNP (1 uM), ACh (up to 100 uM) or PAF plus SNP (0.01 and 1
uM, respectively). In another set of experiments, mice were treated with PAF
receptor antagonist (LAU8080; 20 mg/kg [Ma, 2004]), VEGFR-2 inhibitor
(SU1498; 20 mg/kg; [Weis, 2004]), nitric oxide inhibitor (L-NAME; 20 mg/kg;
[Murohara, 1998]), guanylate cyclase inhibitor (ODQ; 20 mg/kg; [Cerwinka,
2002]) and protein kinase A inhibitor (H-89; 4 and 40 pg/kg [Sanada, 2001]) co-
administered with EB dye. Mice were sacrificed 60 minutes after the injection of
agonists in the ears. The ears 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
ears were taken at different magnifications (8.4X, 12X, 24X, 38.4X and 48X)
with a color videodigital camera (Sony DKC 5000) adapted to a stereomicroscope
(Olympus SZX12). 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
mg/kg). The vasoconstrictor effect of L-NAME on the arteriovenous system of

mice ears was reproduced by an intravenous infusion of phenylephrine (Phe; 0.1
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mg/ml) at a constant rate (0.8 ml/hr). Phenylephrine infusion was initiated, and
when similar constriction was reached as compared to L-NAME, VEGF-A 5 was

injected in mice ears.

Western blot analysis VE-cadherin phosphorylation: HUVEC were starved for 6
hours with EBM-2 containing 1% FBS and antibiotics. HUVEC were stimulated
with VEGF-A 65 (1 nM) or SNP (1 uM) for various periods of time. In another
set of experiments, HUVEC were pretreated with either SU1498 (10 uM),
LAUS8080 (10 uM), L-NAME (100 uM) or ODQ (10 uM) for 15 minutes prior to
stimulation with VEGF-A 65 (1 nM) for 45 minutes. Western blots analyses were
performed as described previously [Rollin, 2004]. Briefly, cells were rinsed with
cold PBS containing depolymerized NazVO, (2 mM) and lyzed in ice cold lysis
buffer supplemented with phosphatase and protease inhibitors. Cell lysates (500
ng) were immunoprecipitated with a mouse monoclonal VE-cadherin IgG (2 pug;
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) and separated by SDS-PAGE.
Proteins were transferred onto a PVDF membrane, and probed with a mouse
monoclonal anti-phosphotyrosine IgG (clone 4G10, 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 Cruz Biotechnology). Bands were

visualized using LumiGlo™ (Cell Signaling Technology Inc., Beverly, MA).

Statistical analysis: Data are presented as the mean + S.E. Statistical comparisons
were made by analysis of variance followed by a Bonferroni's ¢ 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 microvascular
permeability: 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-A¢s (0.01, 0.1 and 1 pM) in mice ears
increased within 60 minutes EB dye extravasation by 47, 160 and 320% as
compared to control PBS-treated mice. VEGF-A|3; (I uM), which like VEGF-
Ajgs 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 uM; VEGFR-2 and R-3 analogs) increased EB dye exsudation by
107% and 79%, respectively, whereas a treatment with VEGF-B and PIGF-1 (1
uM; VEGFR-1 analogs) had not significant effect. Treatment with bFGF (1 uM)
was used as negative control, and did not promote vascular permeability increase

(Figure 1).

Implication of PAF and NO in VEGF-induced microvascular permeability: We
previously showed that PAF is involved in VEGF-A,¢s-mediated vascular
permeability increase whereas others showed the contribution of NO [Mayhan,
1999; Murohara, 1998]. In addition, VEGF-A¢s can promote a rapid and
transient synthesis of PAF and NO in EC [Sirois, 1997; Montrucchio, 2000;
Murohara, 1998]. Thus, we wanted to delinecate how PAF and NO are
contributing to VEGF-A ss-mediated vascular permeability increase. Intradermal
injection of PAF (0.01, 0.1, 1 uM) led 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 pM) resulted in a similar vascular permeability
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increase as observed with VEGF-A¢s (1 pM), and was used for subsequent
studies implying stimulation with PAF. Pretreatment with PAF receptor
antagonist (LAU8B080 or CV3988; 20 mg/kg, i.v.) 30 minutes prior to
subcutaneous injection of PAF (0.01 pM), 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 mg/kg; i.v.) 30 minutes prior to subcutaneous injection of
PAF (0.01 pM) abrogated as well PAF-mediated vascular permeability increase.
In another set of experiments, we combined PAF (0.01 uM) with an exogenous
NO donor (SNP; 1 pM), and observed that SNP did not synergize PAF
inflammatory activity (Figure 2).

Treatment with a nitric oxide donor (SNP up to 1 uM) [Murohara, 1998]
or with an inducer of NO production (ACh up to 100 uM) [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-A¢s and VEGF-C; 1 uM). Pretreatment with either
LAUB8080 (20 mg/kg) or L-NAME (20 mg/kg) prevented vascular permeability

increase mediated by VEGF-A |65 and VEGF-C (Figure 3).

Assessment of L-NAME vasoconstrictor effect on VEGF-induced vascular
permeability: Inhibition of eNOS activity with L-NAME obliterates NO
vasodilatory effect over basal tone and results in an arteriovenous constriction
[Rees, 1990]. One might suggest that L-NAME inhibitory effect on vascular
permeability increase was the result of L-NAME vasocontractile 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 mg/kg,
i.v.), arterioles and venules surfaces were reduced, representing 77.0 = 5.5 and
81.0 = 0.5% of the initial surface area, respectively. Sixty minutes post-infusion,
corresponding surfaces were at 74.2 + 4.2 and 86.0 + 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 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 pg + 0.19 vs 1.34 pg + 0.16, respectively), and did not affect
VEGF-A (¢s-mediated vascular permeability (5.90 pg + 0.16 vs 5.64 ug + 0.78,
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-A¢s-induced microvascular
permeability. Since protein kinase A (PKA) has a barrier-tightening function on
basal microvascular permeability, we assessed its role in VEGF-A¢s-induced
protein leakage. Pretreatment of mice with a PKA inhibitor (H89; 40 pg/kg) did
not further increase VEGF-Ags-induced permeability. However,
coadministration of H89 (40 ug/kg) with L-NAME restored almost completely
VEGF-A ¢s-induced microvascular permeability (Figure 4). Since a treatment
with H-89 restored VEGF-Ags-induced microvascular permeability in the
presence of L-NAME, we wanted to assess if H-89 in presence of PAF receptor
antagonist (LAU8080) would restore VEGF-A ¢s-mediated vascular permeability
increase. The combination of H-89 with LAU8080 did not affect the blockade of

VEGF-A 45 hyperpermeability mediated by LAU8080 (data not shown).
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Role of PAF and NO in VEGF-Ass-mediated VE-cadherin phosphorylation:
Microvascular hyperpermeability is associated with a redistribution of endothelial
cell adherens junction proteins [Bazzoni, 2004]. Since, both VEGF-A 65 and PAF
can induce phosphorylation of VE-cadherin and, that NO is implicated in VEGF-
Aj¢s-mediated VE-cadherin redistribution, we assessed the contribution of PAF
and NO in VE-cadherin phosphorylation induced by VEGF-A¢s. Treatment of
HUVEC with VEGF-A g5 (10'9 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 5a). Treatment of
HUVEC with a VEGFR-2 inhibitor (SU1498; 10 M) 15 minutes prior to VEGF-
A\es stimulation for 45 minutes abrogated VE-cadherin phosphorylation (Figure
5b). Treatment with LAU8080 (10 M) abolished VE-cadherin phosphorylation
induced by VEGF-A |¢5s whereas a treatment with L-NAME (104 M) or with ODQ
(10 M) provided a partial inhibition (68 and 62%, respectively) of VE-cadherin

phosphorylation induced by VEGF-A ¢s (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-A g5 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
To assess the contribution of VEGF receptors and NRP-1 coreceptor in VEGF-
induced vascular permeability, we used a selective receptor-agonist approach.
Intradermal injection of VEGFR-2 agonists (VEGF-A g5, -Aj2;, -C and -D)
promoted exsudation of vascular macromolecules, whereas a treatment with
selective VEGFR-1 agonists (PIGF-1 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
(ANACI156S-VEGF), a selective VEGFR-3 agonist, lost its property to promote
vascular permeability [Joukov, 1998]. Thus, our data and previous reports
demonstrate that VEGFR-2 activation is essential to vascular permeability
increase [Kondo, 1995; Cao, 2004; Joukov, 1998].

Intradermal injection of VEGF-A¢s was about three times more potent
than VEGF-A 3, -C and -D to promote EB dye leakage, demonstrating that NRP-
1 enhances VEGF-A j¢s-induced microvascular hyperpermeability. Our data are in

agreement with previous reports demonstrating that NRP-1 potentiates VEGF-
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A5 effects upon VEGFR-2 activation, such as EC migration, proliferation, PGI,

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 mg/kg) abolished EB dye leakage mediated by VEGF-A¢s
intravenous injection. On the other hand, [Murohara, 1998] reported that another
PAF receptor antagonist; CV6209 (2 mg/kg) failed to prevent vascular
permeability increase upon intradermal injection of VEGF-Ags in guiney pig
skin. In the present study, two additional PAF receptor antagonists, CV-3988 and
LAU-8080 (20 mg/kg) (figures 2 and 3) were used prior to VEGF-Ajs;s
intradermal injection in mice ears, and both antagonists abrogated the
hyperpermeability. The difference 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 and/or 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 vascular permeability. However,
pretreatment with L-NAME prevented EB dye exsudation mediated by VEGF-
Aies and PAF. Since L-NAME abrogated protein extravasation mediated by
VEGF-A 65 and PAF, and that NO per se had no such effect, our data suggest that

NO is a cofactor in the signaling pathway of vascular hyperpermeability.
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Since the basal formation of NO maintains an arteriovenous dilation, we
delineated if the blockade of VEGF-A ¢s-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 compared to L-
NAME did not reduce VEGF-A ¢s-mediated microvascular hyperpermeability.
These data are strengthening our hypothesis that NO serves as an intracellular
cofactor of VEGF-A ¢s inflammatory 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, 1999].
Thus, we pretreated mice with a sGC inhibitor (ODQ). Selective inhibition of
sGC prevented protein leakage-mediated by VEGF-A 65 supporting that an intact
eNOS/NO/sGC/cGMP  pathway is essential to support VEGF-Ajgs
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 rearrangement
associated with microvascular leakage [Birukova, 2004; Liu, 2001]. Thus, we
hypothesized that the activation of NO/cGMP pathway by VEGF-A 45 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
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quiescent conditions did not modulate basal vascular permeability. However, the
blockade of NO or cGMP production, with L-NAME or ODQ abrogated VEGF-
A¢s-mediated vascular permeability, whereas the blockade of PKA activity with
H-89 did not alter VEGF-A¢s inflammatory activity. One might suggest that
blockade of PKA activation should have increased VEGF-A |¢s-mediated 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-A g5 to increase vascular permeability. This series
of experiments supports our hypothesis that the activation of NO/cGMP pathway
is inhibiting cAMP/PKA pathway, thereby permitting the development of an
inflammatory response.

Since a treatment with H-89 in presence of L-NAME restored VEGF-A j¢s-
hyperpermeability activity, we assessed if H-89 would restore VEGF-A¢s
inflammatory activity in presence of LAU8080. H-89 did not rescue VEGF-A j¢5-
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 phosphorylation by VEGF-A ¢s and PAF is leading

to an intercellular redistribution of VE-cadherin, a disruption of cell-cell barrier
function and vascular permeability increase [Dejana, 1999; Esser, 1998; Hudry-
Clergeon, 2005]. However, there are no studies reporting whether PAF or
NO/cGMP contribute to VE-cadherin phosphorylation upon VEGF-A s

stimulation. Pretreatment of HUVEC with LAU8080 abrogated VEGF-A ¢s-
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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, 2004] who reported that the blockade of NO synthesis attenuated
VEGF-A ¢s-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, 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-A |¢s-mediated permeability increase.

In conclusion, VEGF analogs increase vascular permeability through
VEGFR-2 activation, maximal protein leakage is induced under VEGF-A ¢s
stimulation, and involves NRP-1/VEGFR-2 complex formation. The blockade of
PAF and NO/cGMP pathway abolished VEGF-Ags-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-A 65 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 (control vehicle), VEGF-Aes (4, 40 or 400 ng/10 ul; final concentration
0.01, 0.1 or 1 uM, respectively), VEGF-A,3, -B, -C, -D, PIGF-1 (1 uM), or
bFGF (negative control; 1 uM) were injected in the ears. Animals were sacrificed
60 minutes after agonists injection. Values are means = SEM of at least five

independent experiments. * p < 0.05 compared to PBS.

Figure 2. Dose-dependent effect of PAF on vascular permeability. EB dye
injection in the caudal vein was followed 30 minutes later by an intradermal
injection of PBS or PAF (1, 0.1 and 0.01 pM, respectively) or PAF (0.01 pM)
plus SNP (1 puM). In another group, mice were pretreated with LAUS080,
CV3988 or L-NAME (20 mg/kg) by concomitant intravenous injection with EB
prior to PAF injection (0.01 pM). The animals 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, f 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 later
by an intradermal injection of PBS, SNP (1 uM), ACh (1 and 100 uM), VEGF-
Ajes, and VEGF-C (1 pM). In another group, mice were pretreated with either L-
NAME (20 mg/kg) or LAU8080 (20 mg/kg) combined with EB dye (20 mg/kg)
and followed a subcutaneous injection of VEGF-A s or VEGF-C (1 uM). In

another group, mice were pretreated either with L-NAME or LAU8080 (20
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mg/kg, respectively) by concomitant intravenous injection with EB dye 30
minutes prior to VEGF-A¢s or VEGF-C injection (1 pM) in mice ears. The
animals were sacrificed 60 minutes later. Values are means + SEM of at least
four independent experiments. * p < 0.05 compared to PBS, 1 p < 0.05 compared

to VEGF-A 65 or VEGF-C.

Figure 4. Implication of NO signaling pathway on VEGF-A ¢s-induced
protein extravasation. EB dye injection in the caudal vein was followed 30
minutes later by an intradermal injection of PBS, or VEGF-A 5 (1 uM) in mice
ears. In a second group, mice were pretreated with L-NAME (20 mg/kg), ODQ
(20 mg/kg) or H-89 (40 pg/kg). In a third group, mice were pretreated with a
combined injection of L-NAME (20 mg/kg) and H-89 (4 or 40 pg/kg) prior to
injection of VEGF-A¢s (1 pM), and the animals were sacrificed 60 minutes later.
Values are mean + SEM of at four independent experiments. * p < 0.05 compared

to PBS, 1 p < 0.05 compared to VEGF-A 65 pretreated with L-NAME.

Figure 5. Phosphorylation of VE-cadherin by VEGF-A 6. A) HUVEC were
stimulated with PBS or VEGF-A s (1 nM; 0-120 minutes). Cell 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 uM), LAU8S080 (10 uM), L-NAME (100 uM) or ODQ (10 uM) for
15 minutes prior to stimulation with VEGF (10° M). WB, Western blotting, IP

immunoprecipitation.
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Vascular tone modulation Vascular permeability
(EB dye extravasation; pug)
Pretreatment  Time (min) -61) -0 0 PBS TNMI“:;EGF_AM
Arteries (%) N/A N/A N/A
None , 1.34£0.16 5.64 £ (.78
Venules (%) N/A N/A N/A
Arteries (“r) 1) 77.0£55 742x42
L-NAME ) 0,76 £0.26 LO3£0. 1657
Venules (%) 100 S1.0+0.5 86.0+54
Arteries (Cc) 100 7424151 684132
Phe _ 1924019 5.90%0.16%
Venutes () 100 76.1 £6.2 821 £10.2

Table I: Effect of vasoconstriction on VEGF-A¢s-induced protein
extravasation. Vascular tone of arteries and venules in mice ears was
assessed 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/ml;
at a constant rate of 0.8 ml/hour). PBS or VEGF-A¢s (1 uM) were injected
subcutaneously in mice ears and the animals were sacrificed 60 minutes
later. Values are means + SEM of 3 independent experiments. * p < 0.05

compared to its control PBS, 11 p < 0.01 compared to VEGF-A j¢s.
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ABSTRACT
Angiopoietins (Angl and Ang2) modulate blood vessel integrity during the

angiogenic process through the activation of tyrosine kinase receptor (Tie2). We
recently detected Tie2 expression on neutrophils and reported that angiopoietins
induce acute proinflammatory events including neutrophil B,-integrin activation
and their adhesion onto endothelial cells. Herein, we investigated the effect of
angiopoietins on neutrophil migration and their capacity to modulate CXCLS8/IL-8
chemotactic properties. Using a Boyden chamber assay, we observed that Angl
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 cells. 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 CXCLS8/IL-8 (up to 50 nM, 60
minutes) increased basal neutrophil migration by 257% at its optimal
concentration (10 nM), and pretreatment of neutrophils with corresponding PI-3K
inhibitors reduced CXCLB8/IL-8 (1 nM) chemotactic effect. Pretreatment of
neutrophils with Angl or Ang2 (10 nM; 15 minutes) potentiated neutrophil
migration induced by CXCLS8/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 phosphorylation mediated by
CXCLS/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 vascular endothelial
growth factor (VEGF) and angiopoietins. Angiopoietins (Angl and Ang2) are
structurally related endothelial growth factors, having similar binding affinity for
tyrosine kinase receptor Tie2. Angl has been shown to act as a Tie2 agonist,
promoting endothelial cell (EC) survival, migration and proliferation (157, 163).
On the other hand, Ang2 has been initially characterized as an endogenous Tie2
antagonist, thereby, counteracting Angl activities (121, 157). However, recent
evidences suggest that Ang2, under certain circumstances, has 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 translocation, which support neutrophil
adhesion onto activated EC (127, 128). Recent studies revealed 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-a) at low concentrations (178). Moreover,
both Angl and Ang2 were shown to potentiate VEGF-mediated angiogenesis in a
mouse cornea model (284).

Postnatal angiogenesis is associated with numerous inflammatory
conditions such as atherosclerosis, rhumatoid arthritis, retinopathy and tumor

growth (5). It has been reported that inflammation precedes and accompanies
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pathological angiogenesis as evidenced by increased vascular permeability and
recruitment of inflammatory cells at angiogenic sites (108, 203).

Among inflammatory cells, neutrophils are the first ones recruited to the
site of inflammation and have been suggested to participate in pathological
angiogenesis (285, 286). Neutrophils produce several proangiogenic cytokines,
including VEGF, TNF-a, and interleukins (IL-1, IL-6 and IL-8) as well 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, followed by the migration of
neutrophils across the vasculature toward the subendothelial chemoattractant
source.

Recently, we detected Tie2 expression on the cell surface of
polymorphonuclear cells, which has been later confirmed by independent groups
(127, 146, 147). Stimulation of neutrophils with Angl or Ang2 induces PAF
synthesis and B-integrin-dependent neutrophil adhesion to extracellular matrix
(127, 128). 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 (146, 147). However,
little 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 led to investigate if angiopoietins could modulate cytokines activities in

neutrophils.
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MATERIAL AND METHODS
Neutrophil purification: 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 sedimentation,
neutrophils were isolated under sterile conditions using Ficoll-Paque gradient and
contaminating erythrocytes were removed by hypotonic shock. Unless otherwise
noted, neutrophils were resuspended in RPMI containing 25 mM HEPES and 1%
of antibiotics. Ninety-five percent of the isolated cells were polymorphonuclear
cells as determined with a Coulter counter and viability was found to be greater
than 98% as assessed by trypan blue dye exclusion assay. To characterize the
ratio of neutrophils and eosinophils in our polymorphonuclear population, cells
were centrifuged, spread onto microscope slides and stained with Diff-Quick
solution. Only the populations of polymorphonuclear cells consisting of at least

95% of neutrophils were used in our study.

Cell-surface expression of Tie2: Neutrophils (107 cells/ml) were rinsed and
resuspended in RPMI, bovine IgG (150 pg/ml) was added for 30 minutes to
prevent nonspecific binding via Fc receptors. Neutrophils were centrifuged,
rinsed, resuspended in RPMI (10° cells/ml) and incubated with mouse monoclonal
Tie2 IgG, (1-10 pg/ml; R&D systems, Minneapolis, MN) or with mouse IgG,
isotype control (1-10 pg/ml; R&D systems) for 60 minutes at 4°C. Upon
additional rinses, neutrophils were incubated with goat anti-mouse FITC-
conjugated secondary IgG (1:100). Cells 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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Neutrophil migration: In vitro chemotaxis was performed in a 48-wells
microchamber (Neuro Probe Inc., Gaithersburg, MD) using a 3-pm polycarbonate
membrane filter as previously described (287, 288). The bottom wells were
loaded with RPMI with or without agonists (final volume, 25 pl), the
polycarbonate membrane was placed over the wells, and the top layer of the
chamber was added over the membrane. Neutrophils (50 pl from a RPMI
suspension; 10® 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%
CO;. 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, mounted on a glass slide, and examined
with light microscope under 400X magnification. The number of cells in five
random fields was counted and the results were expressed as relative neutrophil
migration (number of cells from tested group/number of cells from corresponding
control vehicles). Treatment with the chemoattractant, CXCLS8/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) IgG (R&D systems) or
isotypic goat IgG (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA) before cell
migration toward recombinant angiopoietins (I 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
uM (290)), p38 mitogen-activated protein kinase (p38 MAPK) (SB380505; 10

uM (283)), p42/44 MAPK (PD98059; 50 uM (291)) or angiopoietins (0.1-10 nM)
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prior to neutrophil migration toward agonists. In studies implying the use of

inhibitors, the latter were also added into the bottom wells.

Akt Western blot analyses: Neutrophils were resuspended at a concentration of 4
x 107 cells/ml and 100 pl of cell suspension was stimulated with control vehicle,
angiopoietins, CXCL8/IL-8, and angiopoietins plus CXCLS&/IL-8 at room
temperature. Neutrophils were lysed in 4X Laemmli’s buffer and boiled for 10
minutes. Equal volume of samples was loaded in a 7.5% SDS-PAGE and
proteins were transferred onto a PVDF membrane. Membranes were probed with
a rabbit polyclonal phospho-Akt (Ser*™) IgG (1:750; Cell 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 LumiGlo™ (Cell 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 neutrophils: We recently reported by reverse transcriptase-
polymerase  chain reaction (RT-PCR), confocal microscopy and
immunocytochemistry that Tie2 is expressed at the cell 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 of Tie2
on neutrophils in our initial study was not due to a marginal cross contamination
by eosinophils, we performed a FACS analysis directed against Tie2 expression
in a population of purified polymorphonuclear cells containing at least 95% of

neutrophils (Fig. 1).

Angl and Ang2 mediate neutrophil migration: Using a modified Boyden
chamber assay, we tested the capacity of angiopoietins to modulate neutrophil
migration. Both Angl and Ang2 increased concentration-dependently the
migration of neutrophils in a bell-shape manner. The maximal effect mediated by
Angl and Ang2 was achieved at 1 nM (72% and 114% increase, respectively) as
compared to PBS-treated cells (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 Angl and Ang2 was Tie2-dependent, we pretreated the
neutrophils with different concentrations of anti-hTie2 IgG (5 and 10 ug/ml; 15
minutes), capable of blocking angiopoietins/Tie2 interaction. Such pretreatment
prevented neutrophil migration induced by Angl or Ang2 (1 nM), whereas a
pretreatment with equivalent concentrations of control isotypic IgG had no such

effect (Fig. 2B). In all 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 cells.
Role of PI-3K pathway in angiopoietins-mediated neutrophil migration: Previous
studies reported that angiopoietins possess the capacity to activate PI-3K/Akt, p38
and p42/44 MAPK pathways (124, 128, 166, 176, 184). Thus, we wanted to
address the signaling pathway(s) involved in neutrophil migration mediated by
angiopoietins. Neutrophils were pretreated with inhibitors of PI-3K (wortmannin
and LY294002), p38 MAPK (SB203580) and p42/44 MAPK (PD98059)
pathways. Pretreatment of neutrophils with wortmannin (10 and 100 nM) for 15
minutes prior to their addition in the upper chamber did not affect basal migration
mediated under PBS condition, but prevented 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 pM)
reduced basal PBS-mediated migration by 40 and 53% respectively. Pretreatment
of neutrophils with LY294002 (0.5 and 5 uM) decreased by 72 and 78% the
migration of neutrophil-mediated by Angl (1 nM), and by 80 and 71% under
Ang2 (1 nM) stimulation respectively as compared to PBS-treated cells in
presence LY294002 (0.5 and 5 uM; Fig. 3A). In another set of experiments,
neutrophils were pretreated either with PD98059 (50 uM) or SB203580 (10 uM)
as defined above, and both did not affect neutrophil migration induced by Angl
or Ang2 (1 nM) (data not 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 Angl 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 cells, and returning to basal level within 30

minutes (Fig. 3, B and C).

Enhancing activity of angiopoietins on CXCLS8/IL-8-mediated neutrophil
migration: A recent report revealed that angiopoietins can modulate endothelial
cell 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 CXCLS8/IL-8 concentration-dependent
assay (0.001 to 50 nM) on neutrophil migration and assessed the extent of PI-3K
contribution. CXCLS8/IL-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 cells; Fig. 4A). Pretreatment of neutrophils with
wortmannin (10 and 100 nM) or LY294002 (0.5 and 5 pM) for 15 minutes
prevented neutrophil migration induced by CXCL8/IL-8 (1 nM), whereas at a
higher concentration of CXCLS8/IL-8 (10 nM), wortmannin (10 and 100 nM) or
LY294002 (0.5 and 5 pM) provided a partial inhibitory effect (52 to 59%
inhibiton) on neutrophil migration (Fig. 4B). In another set of experiments,
neutrophils were pretreated either with PD98059 (50 uM) or SB203580 (10 uM),
which did not affect neutrophil migration induced by CXCLS8/IL-8 (10 nM; data

not shown).
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As the migration of neutrophils induced by CXCLS8/IL-8 was sensitive to
PI-3K inhibitors, we therefore tested the capacity of CXCLB8/IL-8 to increase Akt
phosphorylation in neutrophils. Neutrophils were treated with CXCLS8/IL-8
(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 cells (Fig. 4C). Pretreatment of neutrophils with
increasing concentrations of PI-3K inhibitors (wortmannin, 10 and 100 nM;
LY294002, 0.5 and 5 pM) 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 CXCLS8/IL-8
chemotactic activities on neutrophils. Pretreatment of neutrophils with Angl or
Ang2 (0.1, 1 and 10 nM) for 15 minutes prior to the addition of neutrophils in the
upper wells with their corresponding Angl or Ang2 conditioned media did not
modulate basal neutrophil migration toward control PBS (bottom wells).
However, pretreatment of neutrophils with Angl (10 nM) under the same
condition potentiated neutrophil migration toward CXCLS8/IL-8 concentration
gradient (0.1, 1 or 10 nM) for 60 minutes. For instance, addition of CXCLS/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 Angl (10 nM) prior to
the addition of CXCLS8/IL-8 (0.1, 1 or 10 nM) in the bottom wells raised the
migration of neutrophils to 154, 266 and 507%, respectively (Fig. SA). Similarly,
in another series of experiments basal migration of neutrophils under CXCLS8/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
CXCLS8/L-8 (0.1, 1 or 10 nM) by 41, 150 and 363%, respectively (Fig. 5B).

As both angiopoietins and CXCLS8/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 CXCLS/IL-8-mediated
neutrophil migration. To address this issue, neutrophils were initially pretreated
for 15 minutes with wortmannin (100 nM) or LY294002 (5 uM) prior to the
addition of PBS, Angl or Ang2 (10 nM) for an additional 15 minutes exposure.
Then, neutrophils were added to the upper chambers allowing them to migrate
toward CXCLS8/IL-8 (10 nM) gradient for 60 minutes.

In the current set of experiments, pretreatment of neutrophils with
wortmannin and LY294002 partially blocked (50 and 51%, respectively)
CXCLS/IL-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 CXCLS8/IL-8 in
presence of PI-3K inhibitors (Fig. 6A; dotted line). Pretreatment of neutrophils
with wortmannin or LY294002 decreased by 70 and 79% the priming effect of
Angl and by 88 and 82% the priming effect of Ang2 on CXCLS8/IL-8-mediated
neutrophil migration (Fig. 6A).

As the activation of PI-3K pathway is involved in angiopoietins priming
effect on CXCLS8/IL-8-mediated neutrophil migration, we then tested the capacity
of angiopoietins to potentiate CXCLS8/IL-8-mediated Akt phosphorylation.
Treatment of neutrophils with CXCLS8/IL-8 (0.1 and 1 nM; 2 minutes) did not

mediate Akt phosphorylation, whereas a treatment with CXCL8/IL-8 (10 nM)
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induced Akt phosphorylation (28-fold increase) as compared to PBS-treated cells
(Fig. 6, B and C). Combination of Angl (0.1, 1 and 10 nM) to suboptimal
CXCLS/IL-8 (1 nM) concentration, potentiated Akt-phosphorylation by 2.1-, 3.9-
and 7.0-fold respectively, as compared to CXCL8/IL-8 alone (1 nM; Fig. 6B).
Similarly, cotreatment of neutrophils with increasing concentrations of Ang2 (0.1,
1 and 10 nM) plus CXCLS8/IL-8 (1 nM) potentiated as well by 1.3-, 5.1- and 4.8-
fold respectively, the phosphorylation of Akt mediated by CXCLS/IL-8.
Cotreatment of neutrophils with Angl or Ang2 (0.1, 1 and 10 nM) did not provide
a synergistic effect on Akt-phosphorylation mediated by the lowest and the

highest concentrations of CXCLS8/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 Angl 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 of CXCLS8/IL-8

on neutrophil migration.

Both Angl 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 Angl and Ang2 to induce PAF synthesis, P.-integrin
functional upregulation and neutrophil adhesion onto extracellular matrix and
endothelial cells (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 Angl has a chemotactic
activity which is partially driven through PI-3K activation, whereas Ang2 has no
or a marginal effect (147). In neutrophils, Sturn et al. reported that both
angiopoietins promote chemotaxis, however, they did not 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 colleagues (146).

Using a modified Boyden chamber assay, we demonstrate that

angiopoietins increase concentration-dependently the migration of neutrophils in
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a bell-shape manner. Maximal agonistic activity is observed at 1 nM, whereas, at
a higher concentration (10 nM), Angl and Ang2 loose their capacity to promote
neutrophil migration. This latter observation is in line with previous studies
where we observed a similar bell-shape response, namely VEGF-Ag¢s- 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 1is 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, Angl/Tie2 interaction activates PI-3K/Akt, p42/44 and p38 MAPK
pathways (119, 164, 184, 185, 202, 295, 296), while Ang2/Tie2 interaction
mediates PI-3K/Akt signal transduction (124). More recently, we observed that
Ang2 is also capable to activate p38 and p42/44 MAPK pathways with a similar
kinetic as induced by Angl (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 p42/44 MAPK activity had no such effect. Our data are in
line with previous studies reporting that PI-3K activation is essential for Angl
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 cell survival (184). In addition, our data demonstrate that in
neutrophils, PI-3K activation is essential to both Angl and Ang2-chemotactic
properties, whereas in eosinophils, Angl-chemotactic 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 Angl 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 neutrophils with chemoattractants

including CXCLS8/IL-8 and fMet-Leu-Phe (fMLP) (297).

Angl and Ang2 potentiate CXCLS/IL-8-mediated neutrophil migration

Stimulation of ECs by proinflammatory mediators can induce the release of Ang2
and CXCLS8/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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CXCLS/IL-8 chemotactic properties (281, 283), we thus hypothesized that
angiopoietins might modulate CXCL8/IL-8 -mediated neutrophil migration.

Herein, we show that CXCLS8/IL-8 increases migration of neutrophils in a
bell-shape manner, which is in agreement with previous reports (298-300). Our
data are in line with previous studies indicating that PI-3K pathway activation
contributes to CXCLB8/IL-8-mediated neutrophil migration (281, 283). We
observed that a pretreatment with PI-3K inhibitors prevented neutrophil migration
induced by CXCLS8/IL-8 (1 nM). However, identical pretreatment reduced by
about 50% the migration of neutrophils mediated by CXCLS8/IL-8 (10 nM),
despite the fact that those PI-3K inhibitors were capable to prevent CXCLS8/IL-8
(10 nM) mediated Akt phosphorylation. The difference between the effects of PI-
3K inhibition on neutrophil migration induced by CXCLS8/IL-8 at 1 nM versus 10
nM might be explained by the stimulation of additional pathway(s) independently
from PI-3K/Akt activation. However, based on our current data, we can discard
the contribution of p38 and p42/44 MAPK pathways since their inhibition had no
effect on CXCLS8/IL-8 (10 nM) chemotactic activity.

Our data showed that a pretreatment of neutrophils with Angl or Ang2
even at the highest concentration did not promote their migration in absence of
chemotactic mediators, but potentiated neutrophil migration response toward
CXCLS/IL-8 (Figure 5SA and B). These data suggest that neutrophil activation by
Angl and Ang2 is priming their migration toward chemotactic mediators such as
CXCLS8/IL-8. By Western blot analyses, we also observed the capacity of Angl
and Ang2 to potentiate Akt phosphorylation mediated by suboptimal CXCLS8/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 Angl and Ang2 on CXCLS8/IL-8-mediated neutrophil
migration is driven through PI-3K activation.

In a recent study, we observed under in vitro condition that both Angl and
Ang2 can promote a rapid and transient endothelial P-selectin translocation and
neutrophil adhesion onto activated endothelial cells. 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 Angl 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, Angl and Ang2 may have a different capacity
to support a prolong adhesion of leukocytes onto endothelial cells 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 neutrophil cell surface by FACScan
analysis. Neutrophils were incubated with mouse monoclonal Tie2 IgG, (@Tie2;
1, 5 or 10 ug/ml) or with control mouse isotypic IgG, (control IgGy; 1, 5 or 10
ug/ml). Neutrophils were then incubated with a secondary goat anti-mouse FITC-
conjugated IgG (1:100). Flow cytometric analysis (10,000 events) was performed

using a FACScan. Representative analysis of 3 independent experiments.

Fig. 2. Angl 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, Angl or Ang2 (0.1
to 10 nM; A). In another series of experiments, neutrophils were pretreated with
a blocking goat anti-human Tie2 IgG (@Tie2; 5 or 10 pg/ml) or control goat
isotypic IgG (IgG; 5 or 10 pg/ml) 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, Angl or Ang2 (I nM) (B).
Treatment with CXCLB/IL-8 (25 nM; lower wells) was used as positive control.
Migrating cells were fixed, stained and counted under light microscopy at 400X
magnification. Values are means + SEM of at least 3 independent experiments.
*, p<0.05, **, p<0.01 and ***, p < 0.001 compared to PBS, t, p <0.05, {1, p <

0.01 and T, p < 0.001 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 (W;, 10 nM; W,, 100 nM) or L.Y294002 (LY,, 0.5 uM;
LY,, 5 uM) 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, Angl or Ang2 (1 nM; A). The cells were then processed and
analyzed as detailed for Figure 2. In another set of experiments, neutrophils were
stimulated with Angl (B), or Ang2 (C; 1 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. CXCL8/IL-8-mediated neutrophil migration requires PI-3K/Akt signal
transduction. Neutrophils were added to the upper wells of a modified Boyden
chamber; the lower wells were filled with RPMI + PBS or CXCLS8/IL-8 (0.001 to
50 nM; A). In a second set of experiments, neutrophils were pretreated with
wortmannin (W, 10 nM; W5, 100 nM) or LY294002 (LY, 0.5 uM; LY, 5 uM)
for 15 minutes prior to the addition of neutrophils in the upper wells and the lower
wells were filled with RPMI + PBS or CXCLS8/IL-8 (1 or 10 nM; B). The cells
were then processed and analyzed as detailed for Figure 2. In another set of
experiments, neutrophils were stimulated with PBS or CXCLS8/IL-8 (0.001 to 50
nM) for 2 min (C), neutrophils were also pretreated with wortmannin (W, 10 nM;
W,, 100 nM) or LY294002 (LY, 0.5 pM; LY,, 5 uM) for 15 minutes prior
stimulation with PBS or CXCLS8/IL-8 (10 nM; 2 minutes; D). Western blot

analyses of Akt activation were performed as detailed for Figure 3.



124

Fig. 5. Angiopoietins enhance CXCLS8/IL-8-mediated neutrophil migration.
Neutrophils were pretreated (Pre-Tx) with Angl (A) or Ang2 (B; 0.1, 1 or 10 nM)
for 15 minutes prior to the addition of neutrophils in presence of corresponding
Angl- or Ang2- conditioned media in the upper wells of a modified Boyden
chamber apparatus in which the lower wells (Bottom IL-8) were filled with RPMI
+ PBS or CXCLBS/IL-8 (0.1, 1 or 10 nM). Following a sixty minute incubation
period at 37°C, the cells were then processed and analyzed as detailed for Figure
2. * p < 0.05 compared to PBS or CXCLS8/IL-8 (0.1, 1 or 10 nM). N.S., Not

significant.

Fig. 6. Angiopoietins potentiate CXCLB8/IL-8-mediated neutrophil migration
through PI-3K/Akt activation pathway. Neutrophils were initially pretreated with
wortmannin (W2; 100 nM) or LY294002 (LY,; 5 uM) for 15 minutes, which was
followed by the addition of PBS, Angl 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 cells were then processed and analyzed as detailed for Figure 2. *, p <
0.05 compared to PBS; {, p < 0.05 compared to CXCLS8/IL-8 (10 nM) + PBS,
Angl or Ang2, and A, p < 0.05 compared to CXCL8/IL-8 (10 nM) + PBS. In
another set of experiments, neutrophils were stimulated with PBS, CXCL8/IL-8
(0.1, 1 or 10 nM) = Angl (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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Figure 6
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4.0 DISCUSSION

4.1 Hyperperméabilité vasculaire induite par la famille du VEGF

Notre laboratoire a montré que I’hyperperméabilité vasculaire engendrée par le
VEGF-A 65 est médi€e par la synthése endothéliale de PAF (252). De plus, nous
avons identifi€ les voies de signalisation requises pour cette synthése de PAF dans
les cellules endothéliales (66, 105, 253-255). D’autre part, des équipes de
recherche ont montré que le NO est un médiateur de I’augmentation de la
perméabilit€ vasculaire induite par le VEGF-A 5 (74). Ainsi, au cours de la
premiere étude, nous avons déterminé la capacité des membres de la famille du
VEGF a 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 I’hyperperméabilité induite par la famille du VEGF est médiée
via le VEGFR-2 et que [D’activation du complexe VEGFR-2/NRP-1 est
responsable de I’effet maximal observé sous un traitement au VEGF-A¢s. De
plus, les résultats de notre étude suggeérent que le PAF est un médiateur essentiel,
tandis que le NO, qui per se n’affecte pas I’intégrité vasculaire, est un cofacteur

de I’hyperperméabilité induite par le VEGF-A ¢s.

4.2 Validation du modéle expérimental

Tout d’abord, nous avons validé notre modeéle expérimental en effectuant des
injections intradermiques de PBS, de VEGF-A g5 ou de PAF dans I’oreille de
souris suivant une injection intraveineuse de bleu d’Evans. Ce dernier lie les
protéines plasmatiques, plus spécifiquement I’albumine, et par conséquent, est un
marqueur de I’exsudation des protéines (301). Tel qu’appréhendé, uniquement

les injections intradermiques de VEGF-A 45 et de PAF dans I’oreille de souris ont
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induit I’exudation du bleu d’Evans dans le derme. Cette observation est en accord
avec les études antérieures montrant que le VEGF-A¢s et le PAF augmentent la
perméabilité vasculaire aux macromolécules (8, 302). Puisque ces médiateurs
proinflammatoires sont également reconnus pour engendrer une
hyperperméabilité a I’eau et aux ions (206), nous avons effectué une analyse
histologique des oreilles de souris traitées au PBS, au VEGF-A¢s et au PAF.
L’examen a I’aide de la microscopie optique a révélé un épaississement tissulaire
des oreilles injectées au VEGF-Aj¢s et au PAF comparativement au PBS
supportant la présence d’un cedéme tissulaire. Ensemble, ces observations
confirment la validit€ du modele expérimental dans le but d’évaluer la
perméabilité vasculaire aux solutés (cedéme) et aux macromolécules (albumine-

bleu d’Evans) induite par le VEGF-A j¢s et par le PAF.

4.3 Le VEGFR-2 est responsable de Phyperperméabilité induite par les
membres de la famille du VEGF

Afin de discriminer le réle des récepteurs du VEGF dans la perméabilité
vasculaire, nous avons utilisé une approche d’agonistes sélectifs. Nos résultats
ont montré que le VEGF-A g5, le VEGF-A |2, 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-1, 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 étre médi€ par ce récepteur. Toutefois, Joukov et
coll. ont rapporté qu’un mutant du VEGF-C (ANAC156S-VEGF), devenu un

ligand spécifique du VEGFR-3, ne posséde plus la capacité d’induire
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I’hyperperméabilité vasculaire (51). Cette derniére observation et nos résultats
suggerent que I’activation du VEGFR-2 est requise et suffisante afin d’induire
I’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 I’accroissement de la perméabilité vasculaire (303).

4.4 La NRP-1 potentialise I’hyperperméabilité vasculaire induite par le
VEGF-A 65

La présence exclusive de ’exon 7 dans le VEGF-A g5, qui est absent du VEGF-
Aj21, du VEGF-C, du VEGF-D et du PIGF-1 mais nécessaire pour la liaison du
VEGF-A g5 a la NRP-1, nous a permis d’évaluer la contribution de la NRP-1 dans
I’augmentation de la perméabilité induite par les analogues du VEGF. Nos
données révelent que I’injection du VEGF-A 65 est approximativement trois fois
plus puissante que celle du VEGF-A;;;, du VEGF-C et du VEGF-D pour induire
I’exsudation des protéines plasmatiques. Ces résultats suggérent que la NRP-1
potentialise 1’hyperperméabilité induite par le VEGF-A;ss. Ce phénoméne
s’explique par la capacité de la NRP-1 de former un complexe avec le VEGFR-2,
qui par conséquent, augmente |’affinité du VEGF-A¢s 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
synthése de PGI; et I’adhésion des neutrophiles aux cellules endothéliales (43, 67,
104, 105). De surcroit, une étude réalisée par notre laboratoire a montré que les
cellules endothéliales issues d’aortes porcines (PAEC) cotransfectées avec la
NRP-1 et le VEGFR-2 synthétisent davantage de PAF en réponse au VEGF-A j¢5

que les PAEC transfectées avec le VEGFR-2 seul (105). Ces données suggérent
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que la synthese endothéliale de PAF est maximale sous un traitement au VEGF-
Ajes due a sa liaison au complexe VEGFR-2/NRP-1. Cette observation nous
permet donc de supposer que I’exudation maximale des protéines plasmatiques,
qui est observée suite a une injection de VEGF-A ¢s, pourrait &tre médiée par une
synthése accrue de PAF causée par I'effet potentiateur de la NRP-1 sur le

VEGFR-2.

Fait intéressant, Becker et coll. ont rapporté que les souris transgéniques
surexprimant le VEGF-A 65 présente un oedéme pulmonaire pouvant étre inhibé
avec un anticorps dirigé contre la NRP-1 (304). Par conséquent, les auteurs ont
suggéré que la présence de la NRP-1 est requise pour supporter
I’hyperperméabilité du VEGF-A g5, du moins au niveau pulmonaire. A la lumiére
de cette observation, il semble que [P'importance de la NRP-1 dans
I’hyperperméabilité du VEGF-A¢s peut varier en fonction de certaines
conditions, par exemple : stimulation aigu€ versus chronique et/ou tissus exposés.
Nous pouvons conclure que la NRP-1 joue un rdle clé dans I’hyperperméabilité

induite par le VEGF-A ¢s.

4.5 Le PAF est un médiateur de Phyperperméabilité 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 I’exudation des
protéines plasmatiques induite par le VEGF-A¢s et ce, dans tous les organes
examinés (252). D’un autre coté, Murohara et coll. ont rapporté que le

prétraitement de cochons d’inde avec un antagoniste du PAF n’a pas atténué
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I’hyperperméabilité observée suite a2 une injection sous-cutanée de VEGF-A 45
(74). Or, une comparaison entre I’étude initiale des docteurs Sirois et Edelman
par rapport a celle de Murohara et coll. permet de soulever certains éléments qui
expliqueraient cette différence, incluant le choix des antagonistes ainsi que la
dose a laquelle ils ont été utilisés. En effet, dans I’étude de Sirois et Edelman, le
BN52021 a été sélectionné et injecté & une dose de 10 mg/kg, tandis que
Murohara et coll. ont choisi de prétraiter les cochons d’inde avec le CV6209 a 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 LAU8080 et
le CV3988, ont été administrés chez la souris 2 une dose de 20 mg/kg. Nos
données ont montré que les deux antagonistes préviennent I’exudation des
protéines plasmatiques induite par le VEGF-A¢s supportant I’hypothése que le
PAF est un médiateur essentiel a I’hyperperméabilité induite par le VEGF-A¢s.

Il est important de mentionner que ces antagonistes ont €galement 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 coll. peuvent
s’expliquer aussi par le fait que la syntheése endothéliale de PAF en réponse au
VEGF-A¢s peut varier en fonction du tissu examiné et/ou de I’espéce animale.
En effet, des études réalisées par notre laboratoire ont montré que les CE issues
d’aortes de beeuf (BAEC) générent une synthése de PAF plus importante en
réponse au VEGF-Ass que les CE issues de veines ombilicales humaines

(HUVEC) (43).
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4.6 Le NO est un cofacteur de I’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
I’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 étre attribuée au fait
que I’administration de forte dose de NO peut favoriser la formation de radicaux
libres de l’oxygéne, notamment le peroxynitrite, et ainsi engendrer une

hyperperméabilit€ vasculaire (311, 312).

Compte tenu de cette variabilité, nous avons voulu définir la contribution du NO
dans la perméabilité vasculaire induite par le VEGF-A 5. Aussi, afin que le NO
soit considéré comme un médiateur de I’hyperperméabilité vasculaire du VEGF-
A, les conditions suivantes doivent étre respectées :

1) le VEGF-A induit la synthése de NO dans les CE,

2) l’inhibition de la production de NO bloque I’hyperperméabilité induite par

le VEGF-A ¢s,
3) Papplication d’un donneur de NO engendre un accroissement de la

perméabilité vasculaire de fagon similaire a celle du VEGF-A ¢s.

Premi¢rement, plusieurs groupes de recherche incluant le notre ont montré que le
VEGF-A g5 induit la production de NO et de GMPc dont la cinétique est

compatible avec celle de I’hyperperméabilité vasculaire médiée par le VEGF-A j¢s
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(74, 75, 313). Deuxie¢mement, dans la présente étude, nous avons observé que le
prétraitement des souris avec le L-NAME, un inhibiteur de la eNOS, a prévenu
I’hyperperméabilité induite par le VEGF-A ¢5s. Toutefois, nos résultats montrent
que I'injection intradermique de nitroprussiate de sodium (SNP), un donneur de
NO, dans ’oreille de souris n’a pas affecté la perméabilité vasculaire. Puisque
cette derniere condition n’a pas été respectée, mais que les deux premiéres ont été
remplies, nos résultats suggerent que le NO est un cofacteur dans

I’hyperperméabilité induite par le VEGF-A j¢s.

Cette conclusion repose en partie sur I’absence d’effet de la part du SNP et de
I’acétylcholine sur la perméabilité vasculaire. Or, il est possible d’argumenter que
le SNP et I’acétylcholine n’augmentent pas la perméabilité vasculaire parce qu’ils
n’affectent pas les CE responsables de ce phénomene, ce qui, par conséquent,
invaliderait la conclusion. Le SNP est un composé chimique dont le métal de
transition reldche du NO suivant son contact avec les groupements thiols (314).
Ces demniers sont présents dans la chaine latérale de certains acides aminés. Par
conséquent, le SNP est un donneur de NO agissant de facon 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. A I’appui, Klabunde et coll. ont
démontré que le SNAP, un autre donneur de NO similaire au SNP, augmente le
diametre des vaisseaux de la microcirculation dans la joue de cochon d’inde sans
toutefois accroitre la perméabilit€é de ces vaisseaux (307). Quant a
I’acétylcholine, son action vasodilatatrice est médi€ée par le récepteur
muscarinique 3 (M3) localis€ a la surface endothéliale. En dépit qu’il est reconnu

que I’acéthyicholine induit une vasodilatation artérioveineuse, la localisation
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précise de M3 dans I’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 I’oreille de souris
semant un doute quant a I’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 I’hyperperméabilité médiée par le VEGF-A¢s. 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 phényléphrine n’a pas affectée
I’hyperperméabilité induite par le VEGF-A¢s. Ainsi, ces données démontrent
que la capacité du L-NAME a prévenir I’hyperperméabilité induite par le VEGF-
Ajes est indépendante de la vasoconstriction partielle que nous avons observée.
De plus, ces résultats supportent notre hypothése initiale que le NO est un

cofacteur  intracellulaire  dans  I’hyperperméabilit€¢ = du  VEGF-A¢;s

indépendamment de sa capacité a moduler le tonus vasculaire.

La GCs est un des principaux effecteurs du NO et son produit, la GMPc, est
associ€ a plusieurs des pathologies impliquant une dysfonction de la production
du NO notamment la neurodégénérescence, la dysfonction érectile et
I’hypertension (315). De plus, une étude antérieure effectuée par notre laboratoire

a démontré que la stimulation des BAEC avec le VEGF-A 65 induit la production
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de GMPc et que celle-ci est dépendante de 1’activation de la eNOS (75). Aussi,
I’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 I’augmentation de la perméabilité
vasculaire induite par le VEGF-A65. 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-a) quinoxalin-1-one
(ODQ), prévient I’exsudation des protéines plasmatiques induite par le VEGF-
Ajes. Ces résultats indiquent que I’activation de la voie eNOS/NO/GCs/GMPc est
nécessaire a I’hyperperméabilité induite par le VEGF-A;¢s. Toutefois, nos
résultats ne permettent pas d’identifier le ou les isoformes de la GCs impliqués
dans la perméabilité vasculaire induite par le VEGF-A 5. Plusieurs isoformes de
la GCs ont été identifiés (318) et I’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 a 1I’hyperperméabilité induite par le
VEGF-A ¢4 (319). Or, le récepteur de I’ANP est du type guanylate cyclase, qui
génere du GMPc en réponse a I’ANP et, il a ét€ rapporté que le GMPc ainsi
produit est responsable de I’effet anti-inflammatoire de ’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-Ags ne sont pas flagrantes, mais
I’activation de voies cellulaires localisées pourrait étre en cause. En effet,

puisque le récepteur de I’ANP est membranaire, il est raisonnable de penser que
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les cibles du GMPc sont membranaires ou a proximité. De fait, il a €t¢ montré
que I’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, ’effet net du GMPc dépendrait de la localisation
cellulaire de la GC (cytosolique versus membranaire) et de I’activation des voies

de signalisation a proximité.

4.7 L’inhibition de ’AMPc/PKA est une cible de la voie eNOS/NO induite
par le VEGF-A ;s

Dans les plaquettes, il a été démontré qu’une augmentation de GMPc a pour effet
de stimuler la phosphodiestérase de type II, qui posséde pour substrat I’AMPc,
engendrant ainsi une diminution de I’AMPc (322). Or, dans les CE, ’AMPc
promeut I’intégrité vasculaire par I’entremise de la PKA, une kinase dépendante
de ’AMPc (206, 323). Par conséquent, nous avons émis I’hypothése que
I’activation de la voie eNOS/NO/GCs/GMPc par le VEGF-Ass aboutit a
I'inhibition de 1la cAMP/PKA établissant ainsi un environnement
proinflammatoire. Tout d’abord, I'inhibition de la PKA n’a pas affecté la
perméabilité basale ni celle induite par le VEGF-A¢s. En revanche, nos résultats
ont montré que I’inhibition de la eNOS ou de la GCs prévient I’hyperperméabilité
induite par le VEGF-A 5. Nos données révelent que I’inhibition concomitante de
la eNOS et de la PKA rétablit I’hyperperméabilité induite par le VEGF-Ags.
Aussi, ces résultats supportent notre hypothése initiale et poussent d’un cran
additionnel les connaissances actuelles sur la signalisation cellulaire impliquée

dans I’hyperperméabilité induite par le VEGF-A j¢s.



143

II est a noter que le prétraitement des souris avec le L-NAME a aussi bloqué
I’hyperperméabilité médiée par le PAF, ce qui est en accord avec les études
rapportant que P’inhibition enzymatique de la eNOS prévient I’accroissement de
la perméabilité vasculaire induite par I’histamine, I’ADP, la bradykinine, les
ionophores, I’ATP, le PAF et le VEGF-A 65 (pour revue voir (206)). Ainsi, nos
résultats montrent que le NO contribue a la perméabilité vasculaire induite tant
par le VEGF-Aigs que par le PAF. De plus, le PAF participe a
I’hyperperméabilité induite par le VEGF-A ¢s. Afin d’intégrer ces résultats, deux
modeles peuvent étre envisagés. Premiérement, I’effet perméabilisant du VEGF-
A\es pourrait étre le résultat d’une relation linéaire impliquant successivement le
PAF et le NO. Deuxiémement, le VEGF-A g5 pourrait induire de facon parallele
la synthése du NO et du PAF, et le PAF, a son tour, pourrait induire la synthése
du NO. Ainsi, ce dernier modele suggére que la synthése de NO induite par le
VEGF-A est biphasique. A I’appui, notre laboratoire a rapporté que le VEGF-
Ajes induit la synthése de GMPc, un effecteur du NO, de fagon biphasique (75).
De surcroit, le fait que le PAF ne contribue pas a toutes les activités biologiques
du VEGF-A supporte aussi le second modele. La vasodilatation induite par
VEGF-A est indépendante de la synthése de PAF, mais dépendante de la
production de NO suggérant qu’il ne s’agit pas du modele de relation linéaire.
Toutefois, nos données ne permettent pas de départager entre les deux modéles et
des expériences additionnelles seraient nécessaires afin d’y parvenir. Par exemple,
la mesure en temps réel de la synthése de NO pourrait étre utile. En effet, dans le
cas d’un modele de type paralléle, une synthése biphasique serait probablement
observée avec un premier maximum induit par le VEGF-A suivi d’un deuxiéme

maximum médi€ par le PAF. Néanmoins, a partir de nos résultats, il apparait que
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I’activation de la voie eNOS permet I’établissement d’un environnement
proinflammatoire nécessaire a I’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-A 45

Des études récentes ont démontré que le PAF et le VEGF-Ajgs induisent la
phosphorylation de la VE-cadhérine et des autres protéines de la jonction
adhérente (37, 219). Or, Ia phosphorylation des protéines de la jonction cellulaire
a pour effet de favoriser la dissociation de la VE-cadhérine du cytosquelette
d’actine et I’augmentation de la perméabilité vasculaire (212). Aussi, afin de
délimiter davantage le role du PAF et du NO dans la perméabilité vasculaire
induite par le VEGF-A¢s, nous avons évalué leur contribution respective dans la
phosphorylation de la VE-cadhérine induite par le VEGF-A ¢s. Le prétraitement
des HUVEC avec un antagoniste du récepteur du PAF a completement bloqué la
phosphorylation de la VE-cadhérine médiée par le VEGF-A¢s. En revanche,
I’inhibition spécifique de la eNOS ou de la GCs a partiellement inhibé cette
phosphorylation. En accord, une autre équipe de recherche a démontré que
I’inhibition de la eNOS réduit partiellement la redistribution de la VE-cadhérine a
la jonction endothéliale induite par le VEGF-A¢s (324). Ainsi, nos résultats
suggerent que le NO pourrait en partie contribuer a ’hyperperméabilité induite
par le VEGF-A g5 en inhibant I’effet stabilisateur de I’AMPc/PKA et en induisant

la phosphorylation de la VE-cadhérine.
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4.9 Perspectives

Dans I’éventuelle poursuite de ce projet, certaines expériences permettraient de
délimiter davantage le réle du PAF et du NO dans la perméabilité vasculaire
induite par le VEGF-A ¢s. Par exemple, I’actine est reconnue pour contribuer a
I’hyperperméabilité vasculaire engendrée par les médiateurs inflammatoires (325,
326). La polymérisation de I’actine agit de concert avec le relaichement des
jonctions intercellulaires pour former des bréches et favoriser le passage des
protéines, des ions et des molécules d’eau (206). De plus, il a ét€ démontré que le
VEGF-A ¢5 induit la formation de fibres de stress dans les cellules endothéliales
(83, 85). Aussi, une approche intéressante consisterait a visualiser par
microscopie confocale la formation des filaments d’actine induite par le VEGF-

Ajes et a évaluer la contribution du NO et du PAF dans ce phénoméne.

La FAK est une protéine cytoplasmique retrouvée au sein du complexe
d’adhérence focale et son activation par les intégrines, les facteurs de croissance
et les cytokines entraine 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 I’inhibition de la FAK réduit I’hyperperméabilité vasculaire induite
par le VEGF-A 65 (328). 1l a été€ proposé qu’il y a une relation directe entre la
phosphorylation de la FAK et I’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-A ;¢5.
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D’un point de vue thérapeutique, les études de notre laboratoire démontrent que le
PAF est un médiateur essentiel de I’hyperperméabilité induite par le VEGF-A s,
ainsi I'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 sécretent du VEGF-A¢s favorisant ainsi I’angiogenése et
subséquemment la croissance tumorale. Or, il a ét€ proposé que le VEGF-A g5
contribue a initier I’angiogenése tumorale en augmentant la perméabilité des
vaisseaux sanguins a proximité des cellules cancéreuses permettant
I’établissement d’une matrice composée de fibrines (5). En tenant compte de nos
observations, il est raisonnable de penser que I'utilisation d’un antagoniste du
PAF pourrait bloquer I’initiation de 1’angiogenése tumorale induite par le VEGF-
Ajgs et par conséquent, ralentir la progression de la tumeur. A P’appui de cette
hypothése, Montrucchio et coll. ont rapporté que le traitement des souris avec des
antagonistes du PAF prévient 1’angiogenese induite par le VEGF-A¢s dans un

modele murin d’implant de matrigel (258).
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4.10 Conclusions de la premiére étude
A la lumigre des objectifs initiaux, nous pouvons conclure :
1) Notre étude démontre que la perméabilité vasculaire induite par les
membres de la famille du VEGF est médi€e par le VEGFR-2, et que,
I’hyperperméabilité maximale, observée sous un traitement au VEGF-

Ajes, nécessite 1’activation du complexe VEGFR-2/NRP-1,

2) Le PAF est un médiateur essentiel de I’hyperperméabilité vasculaire
induite par les membres de la famille du VEGF et ce, dii a son effet direct
sur l’intégrité vasculaire en partie via la phosphorylation de la VE-

cadhérine.

3) Ftant incapable d’accroitre la perméabilité vasculaire en soi, le NO agit a
titre de cofacteur dans I’hyperperméabilité du VEGF-A¢s. Toutefois,
’activation de la voie du NO par le VEGF-A¢s permet d’établir des
conditions proinflammatoires en désactivant la voie stabilisatrice

AMPc/PKA.

Ainsi, les résultats de cette premiere €tude souscrivent a mettre en valeur la
contribution du PAF et de clarifier le r6le du NO dans 1’hyperperméabilité induite
par le VEGF-Ags in vivo. lls 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’a 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 Angl et Ang2
induisent aussi des activités proinflammatoires aigués incluant la synthése
endothéliale de PAF, la translocation de la P-sélectine a la surface endothéliale et
I’adhésion transitoire des neutrophiles aux CE activées (127, 128). De plus, nous
avons détecté I’expression de Tie2 a la surface des neutrophiles et démontré que
la stimulation des neutrophiles avec Angl et Ang2 génére des effets
proinflammatoires tels que 1’activation fonctionnelle de la B2-intégrine, la
synthese endogéne de PAF et I’adhésion des neutrophiles a la matrice
extracellulaire (127). Dans la présente étude, nous venons de démontrer que
Angl et Ang? induisent la migration des neutrophiles par I’entremise de la voie
PI3K. De plus, nous avons démontré que Angl et Ang2 potentient la migration

des neutrophiles en réponse a une autre cytokine proinflammatoire.

4.12 Tie2 est exprimé a la surface des neutrophiles

Précédemment, notre laboratoire a rapporté la détection de Tie2 a la surface des
neutrophiles humains (127). Par la suite, Wiedermann et coll. ont également
observé I’expression de Tie2 a la surface des €osinophiles (147). Les
éosinophiles et les neutrophiles sont des cellules polynuclées dont la densité
cellulaire est treés 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 €osinophiles 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 38 95%. Entre
temps, Sturn et coll. 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).

Regle 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 hématopoiétiques (148-150), mais non par
les monocytes/macrophages (330). Par conséquent, sa présence sur les
neutrophiles suggere fortement que son expression est maintenue tout au long du
développement de la lignée des neutrophiles et peut-étre méme 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 Tie2 soit aussi présent a la surface des
basophiles, une autre cellule polynuclée. Il est a noter que les basophiles sont les
moins nombreux (0,5%) des granulocytes et qu’ils se transforment en mastocytes
aprés leur migration tissulaire. Des observations effectuées par notre laboratoire
semblent supporter cette hypothése démontrant la présence de Tie2 a la surface
des HL60, une lignée myélocytaire établie qui a été isolée a partir de la moelle
osseuse d’un patient atteint d’une leucémie aigué¢ (données non publiées). Par

ailleurs, puisque les angiopoiétines préviennent 1’apoptose des cellules
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endothéliales, il serait intéressant d’évaluer si elles contribuent également a la

survie des HL60 et des neutrophiles.

4.13 Les angiopoiétines induisent des effets proinflammatoires sur les
neutrophiles

Nos résultats démontrent que Angl et Ang2 induisent la migration des
neutrophiles avec un effet maximal a 1 nM, ce qui est en accord avec I’étude de
Sturn et coll. (146). Fait intéressant, a une concentration plus élevée, I’effet
chimioattractant des angiopoiétines sur les neutrophiles disparait. Nous avons
observé un tel phénomeéne dans des contextes expérimentaux différents,
notamment lors de la synthése endothéliale de PAF induite par les angiopoiétines,
la translocation de la P-sélectine médiée par le VEGF-A4s et les angiopoiétines
(43, 127, 128). Ce phénomene peut étre expliqué par le fait que la liaison du
ligand a4 un récepteur tyrosine kinase induit la dimérisation et
I’autophosphorylation du récepteur TK permettant la transduction du signal (128,
293). Toutefois, quand la quantité de ligands surpasse le nombre de récepteurs, la
dimérisation est entravée empéchant ainsi 1’activation subséquente de la cascade

intracellulaire (294).

D’un autre coté, nos résultats ont montré que CXCLS8/IL-8, qui agit via un
récepteur a 7 domaines transmembranaires, génére aussi une courbe dose-réponse
en forme de cloche suggérant que ce phénoméne n’est pas exclusif aux récepteurs
tyrosines kinases. Aussi, il existe une explication alternative a ce phénomene qui
réside dans la capacité méme du neutrophile de s’orienter en direction d’un agent

chimioattractant. A des concentrations faibles et intermédiaires, la membrane
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cellulaire est partiellement expos€e a l’agent chimioattractant permettant aux
neutrophiles de s’orienter vers la source attractante. Par contre, a des
concentrations saturantes de chimioattractant, il est plausible que la surface
entiere du neutrophile soit exposée empéchant 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
Angl et Ang2

Dans les cellules endothéliales, il a €té démontré que la liaison des angiopoiétines
au récepteur Tie2 engendre la dimérisation et I’autophosphorylation des résidus
tyrosines permettant I’activation de signaux intracellulaires. Par exemple, la
stimulation des CE avec Angl engendre la phosphorylation du résidu Y1102 de
Tie2 mobilisant la PI3K (133). Cette derniére est un important médiateur des
fonctions biologiques des angiopoiétines incluant la migration des cellules
endothéliales et des éosinophiles (147, 164). D’autre part, plusieurs études ont
rapporté que Angl et Ang2 peuvent également activer les voie p38 MAPK et
ERK1/2, qui sont impliquées dans la survie cellulaire (184). Par conséquent, nous
avons prétraité les neutrophiles & I’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 angiopoiétines. Le prétraitement des
neutrophiles avec deux inhibiteurs indépendants de la PI3K, la wortmannin et le
LY294005 a bloqué la migration des neutrophiles médiée par Angl et Ang2.
Toutefois, les inhibiteurs des voies p38 MAPK et ERKI1/2 n’ont pas affecté la

migration des neutrophiles induite par Angl et Ang2.
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La PI3K joue un réle important dans les fonctions biologiques des neutrophiles
incluant la migration et le relargage de radicaux libres (270). Les neutrophiles
expriment les isoformes a, B, et 6 de la PI3K Ia et I’isoforme y de la PI3K Ila
(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
angiopoiétines est atténuée suite a I’inhibition de Src. Or, Src est reconnu pour
activer I’isoforme PI3K4 (146, 331). D’autre part, ils ont montré que la migration
des neutrophiles en direction des angiopoiétines est aussi sensible a la toxine
pertussique indiquant I’implication des protéines G-hétérotrimériques, qui quant a
elles peuvent activer l’isoforme PI3Ky (146, 332). Par conséquent, ces
observations ainsi que nos résultats suggérent que tant la PI3K$ que la PI3Ky
pourraient participer a la migration des neutrophiles induite par les
angiopoiétines. Il est également important de mentionner que la contribution de
ces deux isoformes a la migration n’est pas spécifique aux angiopoiétines
puisqu’il a ét€ démontré que la PI3KS et la PI3Ky contribuent a la chimiotaxie des

neutrophiles en direction du tripeptide bactérien, fMLP (270, 333).

La stimulation de la PI3K par les angiopoiétines peut mobiliser et activer en aval
plusieurs protéines de signalisation telles que la FAK, RhoA, Racl, ERK1/2 et
Akt (133). Nos données montrent bien I’activation d’Akt par les angiopoiétines
avec une cinétique de phosphorylation similaire a celle observée avec d’autres
médiateurs inflammatoires incluant CXCLS8/IL-8 et fMLP (297). Toutefois,
puisque la PI3K posseéde plusieurs effecteurs, nos résultats ne permettent pas de

conclure quant a I'implication d’ Akt dans I’effet attractant des angiopoiétines sur
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les neutrophiles. En revanche, I’état de phosphorylation d’Akt nous a permis
d’évaluer P’activation de la PI3K par les angiopoiétines. De plus, un aspect
majeur des données présentées vient du fait que cette activation d’Akt par les
angiopoiétines est la premiére voie intracellulaire rapportée pouvant étre activée

par les angiopoiétines dans les neutrophiles.

4.15 Les angiopoiétines potentialisent la migration des neutrophiles induite
par CXCLS/IL-8

En réponse a une infection, les cytokines et les chimiokines sont produites
simultanément et peuvent interagir ensemble afin d’amplifier la réponse
inflammatoire aigué. Ce phénomeéne d’amplification peut étre observé a
différents niveaux de la réponse inflammatoire aigu€. Par exemple, le TNF-a
induit la synthése de CXCL8/IL-8 dans les neutrophiles de fagcon plus marquée
que I'IL-1B. Toutefois, combinés, I'IL-1B 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 €té rapporté que le
prétraitement des neutrophiles avec regakine-1 potentialise [P’effet
chimioattractant du C5a (262, 335). Par conséquent, nous avons voulu déterminer
si les angiopoiétines pouvaient avoir un tel effet sur la migration des neutrophiles

induite par une autre cytokine proinflammatoire.

Etant donné que la stimulation des CE avec des médiateurs inflammatoires induit
la reldiche de Ang2 et de CXCLS8/IL-8 des corps de Weibel-Palade et que toutes

deux promouvoient I’adhésion et la migration des neutrophiles, nous avons émis
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’hypothése que les angiopoiétines pourraient affecter I’effet chimiotactique de
CXCLS/IL-8. Dans une premiere série d’expériences, nous avons défini I’effet de
CXCLS8/IL-8 sur la migration des neutrophiles. Nos données démontrent que
CXCLS8/IL-8 induit la migration des neutrophiles de fagcon 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 a une concentration de 10 nM de CXCLS8/IL-8.

Ensuite, nous avons prétraité les neutrophiles avec les angiopoiétines avant de les
exposer a un gradient de concentration de CXCL8/IL-8. Nos résultats montrent
que le prétraitement des neutrophiles avec Angl et Ang2 potentialise leur
migration en direction de CXCL8/IL-8. Ainsi, cette observation suggere que les
angiopoiétines sensibilisent les neutrophiles a répondre a I’effet chimioattractant
de CXCLS8/IL-8. Par ailleurs, une analyse plus poussée de nos données et de
notre méthodologie réveéle une autre information pertinente. En effet, les
neutrophiles ont migré en direction de CXCLS8/IL-8 dans la chambre du bas en
dépit du fait que les neutrophiles ont été déposés dans la chambre supérieure avec
les angiopoiétines, qui en soi ont un effet chimiotactique. Par conséquent, cette
observation suggere que les neutrophiles migrent de fagon préférentielle vers

CXCLS/IL-8.

Puisque la migration des neutrophiles induite par Angl et Ang2 est médiée par la
voie de la PI3K et que cette derniére contribue aussi a celle de CXCL8/IL-8 (281,
283), nous avons émis I’hypothése que I’effet potentialisateur des angiopoiétines

serait médié par la PI3K. Tout d’abord, nous avons délimité la contribution de la
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PI3K dans I’activité chimioattractante de CXCLS8/IL-8 sur les neutrophiles. Nos
résultats montrent que 1’inhibition de la PI3K bloque complétement la migration
des neutrophiles engendrée par CXCLS8/IL-8 a 1 nM, tandis qu’a 10 nM,
I’inhibition de la migration est partielle. Toutefois, les inhibiteurs de la PI3K ont
prévenu la phosphorylation d’Akt induite par CXCL8/IL-8 a 10 nM démontrant
que cette disparité n’est pas le fruit d’un manque d’efficacité des inhibiteurs.
Ainsi, ces données suggérent que la migration des neutrophiles induite par
CXCLS/IL-8 a 10 nM est partiellement dépendante de la voie de la PI3K et
impliquerait I’activation de voies intracellulaires additionnelles. Mentionnons
que nous pouvons éliminer une possible contribution de la voie ERK1/2 et p38
MAPK, puisque leur inhibition n’a pas affecté¢ la migration des neutrophiles

induite par CXCLS8/IL-8 & 10 nM.

Ensuite, nous avons évalué I'implication de la PI3K dans I’effet potentialisateur
des angiopoiétines sur la migration des neutrophiles induite par CXCLS/IL-8.
Nos résultats ont montré que ce phénomeéne d’amplification par les angiopoiétines
est médié par la PI3K. A I’appui, nos données ont montré que Angl et Ang2 ont
potentialisé la phosphorylation d’Akt induite par une concentration suboptimale
de CXCLS/IL-8, qui per se a été incapable d’induire la phosphorylation d’Akt.
De plus, cette derniére observation montre a nouveau la capacité des

angiopoiétines a potentialiser la réponse des neutrophiles 8 CXCL-8/IL-8.
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4.16 Les angiopoiétines : médiateurs proinflammatoires?

La capacité de Angl a induire la migration des neutrophiles semble paraitre a
premiere vue en désaccord avec le concept du role anti-inflammatoire de Angl
proposé par la littérature. Par exemple, in vivo, il a été démontré que les souris
transgéniques surexprimant Angl présentent une mortalité réduite face au choc
septique suite a2 une diminution de I’oedéme pulmonaire et de Iinfiltration
leucocytaire (173). De plus, il été rapporté que Angl proteége contre les effets
inflammatoires du VEGF-A¢s, incluant [’hyperperméabilité vasculaire et
I’adhésion chronique des neutrophiles (171). En revanche, de récentes €tudes
effectuées par notre laboratoire ont montré que Angl induit des activités
proinflammatoires telles que la synthese de endothéliale de PAF, la translocation
de la P-sélective a la surface endothéliale et I’adhésion des neutrophiles (127,
128). De plus, Angl active Tie2 sur les neutrophiles engendrant la synthése de
PAF et I’activation de la B2-intégrine qui ensemble contribuent a I’adhésion des
neutrophiles. Une analyse plus poussée de nos observations montrant un effet
proinflammatoire de la part des angiopoiétines réveéle que la majeure partie de
celles-ci ont été effectuées a trés court terme (inférieur 3 60 minutes) et avec des
concentrations modérées de Angl. Or, dans ces conditions spécifiques, d’autres
équipes de recherche ont montré que Angl induit des effets proinflammatoires
tels que la migration des neutrophiles et des €osinophiles (146, 147). Par
conséquent, il apparait que seules les €études examinant une cinétique rapide
permettent d’observer un tel phénomeéne. Toutefois, une récente étude a rapporté
que la stimulation prolongée d’anneaux aortiques avec Angl entraine I’activation
génique des cytokines proinflammatoires avant d’induire I’angiogenése suggérant

que Angl pourrait avoir aussi des effets proinflammatoires a long terme (336).
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En tenant compte que Ang?2 est reconnue pour déstabiliser les vaisseaux sanguins
(121), 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 Angl, il a été rapporté que
Ang2 induit la synthése endothéliale de PAF, la translocation de la P-sélectine a
la surface endothéliale, ’adhésion ainsi que la migration des neutrophiles et
potentialise les effets des cytokines inflammatoires (127, 128, 146, 147, 178).
Toutefois, in vivo, seul Ang2 induit le recrutement des neutrophiles dans un
modéle murin d’inflammation (126). In vitro, les observations suggérent que
Angl et Ang2 sont toutes deux capables d’induire des effets proinflammatoires
aigus, tandis que in vivo, il apparait que Angl, comparativement a Ang2, ne peut
activer I’ensemble des mécanismes cellulaires nécessaires a [’infiltration
leucocytaire. En effet, il est reconnu que I’adhésion ferme et la transmigration
des leucocytes font intervenir une séquence d’événements complexes qui requiert
le support de molécules d’adhésion. Par conséquent, il se peut que Angl
nécessite la présence de facteurs additionnels afin de soutenir I’adhésion ferme

des leucocytes et leur transmigration.

4.17 Perspectives

Plusieurs études incluant celle-ci suggérent que Angl et Ang2 sont impliquées
dans le trafic des leucocytes (127, 138, 178). Ainsi, il est raisonnable de penser
que Angl et Ang2 doivent se retrouver a 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 a un

stimulus approprié, ils sont libérés a I'extérieur des CE. Quant a Angl, sa
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localisation périendothéliale et son expression relativement faible ne concordent
pas avec cette hypothése. Or, nous avons émis une seconde hypothése, i.e. que
Angl 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, mais pas Ang2. Cette observation ouvre de nouvelles avenues de
recherche trés prometteuses. Dans un premier temps, il convient de déterminer
dans quel compartiment intracellulaire des neutrophiles est localisé Angl et

d’identifier les stimuli capables d’induire Ia libération de Angl.

Par ailleurs, une récente étude a démontré que les neutrophiles infiltrants les
tumeurs contribuent 2 promouvoir I’angiogenese en relachant du VEGF-A (337).
De plus, il a été montré que Angl et le VEGF-A ont un effet synergique sur
I’angiogenése dans un modele murin (284). Par conséquent, il serait intéressant
de déterminer si Angl est également relidchée par les neutrophiles lorsque ces

derniers entrent en contact avec les cellules tumorales ou I’endothélium activé.

Finalement, dans les CE, il a démontré que Angl ou Ang2 favorise la survie
cellulaire via P’activation de la voie PI3K/Akt. Or, dans la présente étude nous
venons de démontrer que Angl et Ang2 activent aussi la voie PI3K/Akt dans les
neutrophiles. Ainsi, il serait intéressant d’évaluer la capacité des angiopoiétines a
prévenir ’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 aigué.
Dans ce contexte, les angiopoiétines pourraient indirectement supporter les

activités inflammatoires des neutrophiles.
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4.18 Conclusions de la seconde étude
A la lumiére des objectifs initiaux, nous pouvons conclure :
1) Notre étude démontre que Angl et Ang2 induisent la migration des

neutrophiles et ce, par I’entremise de I’activation de Tie2.

2) La migration des neutrophiles engendrée par Angl et Ang2 est médiée par
I’activation de la PI3K, mais indépendante des voies p42/44 et p38
MAPK. De plus, la stimulation des neutrophiles avec Angl ou Ang2

induit la phosphorylation d’ Akt.

3) Nos travaux démontrent que Angl et Ang2 potentialisent la réponse
chimiotactique des neutrophiles envers CXCL-8/IL-8 et que ce

phénomene est médié par la PI3K.

Ensemble, ces résultats supportent nos observations précédentes révélant que
Angl et Ang2 induisent des activités proinflammatoires, incluant la migration des
neutrophiles. De plus, les angiopoiétines modulent I’activité chimiotactique des
cytokines proinflammatoires sur les neutrophiles. Cette €étude permet une

meilleure compréhension du rdle des angiopoiétines dans le trafic des leucocytes.
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ANNEXE I 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, Montreal Heart Institute, Department of Pharmacology, Université de Montréal,
Montreal (QC), Canada

Abstract We previously reporled that vascular endothelial growth factor (VEGF) increases vascular permeability
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 prolein extravasation. Using a modified Miles assay, intradermal injection in mice ears of VEGF-A 5, VEGF-A, ,,
and VEGF-C (1 uM) which activate VEGFR-2 (FIk-1) receplor increased vascular permeability, whereas a treatment with
VEGFR-1 (Flt-1) analogs; PIGF and VEGF-B (1 pM) had no such effect. Pretreatment of mice with PAF receptor antagonist
(LAUB080) or endothelial nitric oxide synthase (eNOS) inhibitor (L-NAME) abrogated protein extravasation mediated by
VEGF-A 45 As opposed to PAF (0.01-1 uM), treatment with acetylcholine (ACh; up to 100 pM; inducer of NO synthesis) or
sodium nitroprusside (SNP; up to T pM; NO donor) did not induce protein leakage. Simultaneous pretreatment of mice
with eNOS and protein kinase A (PKA) inhibitors restored VEGF-A 45 vascular hyperpermeability suggesting that
endogenous NO synthesis leadsto PKA inhibition, which support maintenance of vascular integrity. Our data demonstrate
that VEGF analogs increase vascular permeability through VEGFR-2 activation, and that both endogenous PAF and NO
synthesis contribute to VEGF-A  ,s-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-A,; proinflammatory activities. |. Cell. Biochem. 100: 727-737, 2007.
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Vascular endothelial growth factor (VEGF) is
a key modulator of angiogenesis promoting
endothelial cell (EC) migration, proliferation,
and survival. In addition, VEGF possesses
inflammatory properties by its capacity to
mediate microvascular permeability increase
and adhesion of leukocytes [Senger et al., 1983;
Melder et al., 1996; Detmar et al., 1998]. There
are at least five different VEGF homodimeric
isoforms of 206, 189, 165, 145, and 121 amino
acids, termed as VEGF-Aygg, 189, 165, 145, and 121
which are produced from a single gene by
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alternative splicing [Jussila and Alitalo, 2002].
VEGF family also includes 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 (Flt-1)
and VEGFR-2 (Flk-1/KDR), which are
expressed majoritary on EC, and VEGFR-3
(F1t-4), which is mainly limited to the lymphatic
endothelium [Jussila and Alitalo, 2002). VEGF-
A binds to VEGFR-1 and VEGFR-2; PIGF-1,
PIGF-2 and VEGF-B bind to VEGFR-1; VEGF-C
and D bind to VEGFR-2 and R-3; whereas
VEGF-E interacts only with VEGFR-2 [Jussila
and Alitalo, 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-Ag5 to
VEGFR-2 and potentiates various VEGF-A 45
biological activities [Soker et al., 1997; Ber-
natchez et al., 2002; Rollin et al., 2004]. Such
selectivity is attributable to the presence of
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VEGF-A exon 7 in VEGF-A 45, a domain that is
lacking in VEGF-A)s;, VEGF-C, VEGF-D, and
PIGF-1 [Soker et al., 1997].

We previously reported that VEGF-Ags
increases vascular permeability through the
synthesis of endothelial platelet-activating fac-
tor (PAF). Under in vivo condition, VEGF-A ¢45-
mediated protein extravasation was prevented
by a pretreatment with a PAF receptor antago-
nist. OQur observation was supported by the
capacity of VEGF-A;g5 to induce a rapid and
transient PAF synthesis in cultured endothelial
cells [Sirois and Edelman, 1997]. However,
there is little information defining how PAF
might contribute to the modulation of endothe-
lial integrity under VEGF stimulation. The
endothelial cell-cell 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,
including a-, B-, and y-catenins, «-actinin, and
vinculin [Bazzoni and Dejana, 2004]. Interest-
ingly, stimulation of EC either with VEGF-A 45
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-
Clergeon et al., 2005; Potter et al., 2005},
thereby, suggesting that endogenous PAF for-
mation is involved 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-Ag5-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 ¢GMP 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-Ags
(VEGF-A,45) was purchased from PeproTech,
Inc., (Rocky Hill, NJ), VEGF-A,5;, VEGF-B,
VEGF-C, VEGF-D, placental growth factor-1
(PIGF-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 following 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.
LAUS8080 (formerly known as BN50730) was
generously provided by Dr. Nicolas Bazan
(Louisiana State University Health Sciences
Center, New Orleans, LA).

Cell Culture

Human umbilical vein endothelial cells
(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-
molecules [Rogers et al., 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. 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 HC! (100 mg/
kg) and xylazine HCl (10 mg/kg). The mice
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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-A g5 (4, 40, or 400 ng/10 pl; final
concentration 0.01, 0.1, or 1 uM, respectively),
VEGF-As;, -B, -C, -D, PIGF-1 (1 pM), bFGF
(1 uM), PAF (0.01, 0.1, and 1 M), SNP (1 uM),
ACHh (up to 100 pM), or PAF plus SNP (0.01 and
1 pM, respectively). In another set of experi-
ments, mice were treated with PAF receptor
antagonist (LAU8080; 20 mg/kg |[Ma et al,,
2004]), VEGFR-2 inhibitor (SU1498; 20 mg/kg;
[Weis et al., 2004]), nitric oxide inhibitor
(L-NAME; 20 mg/kg; [Murohara et al., 1998)),
guanylate cyclase inhibitor (ODQ; 20 mg/kg;
[Cerwinka et al., 2002]), and protein kinase
A inhibitor (H-89; 4 and 40 pg/kg [Sanada et al.,
2001)) co-administered with EB dye. Mice were
sacrificed 60 min after the injection of agonists
in the ears. The ears were dissected and EB dye
extracted in formamide (4 ml/g wet weight for
24 h). The concentration of EB dye was deter-
mined 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
ears were taken at different magnifications
(8.4+, 12+, 24 «, 38.4x, and 48x) with a color
videodigital camera (Sony DKC 5000) adapted
to a stereomicroscope (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-NAME on the arteriovenous
system of mice ears 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-A 45 was injected
in mice ears.

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-A 45 (1 nM) or SNP
(1 uM) for various periods of time. In another set
of experiments, HUVEC were pretreated with
either SU1498 (10 pM), LAU8B080 (10 pM), L-

NAME (100 pM), or ODQ (10 pM) for 15 min
prior to stimulation with VEGF-A 45 (1 nM) for
45 min. Western blots analyses were performed
as described previously [Rollin et al.,, 2004}.
Briefly, cells were rinsed with cold PBS contain-
ing depolymerized NazVO, (2 mM) and lysed in
ice cold lysis buffer supplemented with phos-
phatase and protease inhibitors. Cell lysates
(500 ng) were immunoprecipitated with a mouse
monoclonal VE-cadherin IgG (2 ug; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA) and separated
by SDS—PAGE. Proteins were transferred onto
a PVDF membrane, and probed with a mouse
monoclonal anti-phosphotyrosine IgG (clone
4G10, 1:1,000 dilution; Upstate Biotechnology,
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
LumiGlo™ (Cell 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 ¢-test for
multiple comparisons. Differences were consid-
ered significant when P < 0.05.

RESULTS

Effect of VEGF Analogs and Corresponding
Receptors on Microvascular Permeability

Using VEGF analogs, we assessed the con-
tribution of VEGF receptors on the modulation
of vascular permeabilty in a modified EB dye
Miles assay. Intradermal injection of VEGF-
A155(0.01,0.1, and 1 uM) in mice ears increased
within 60 min EB dye extravasation by 47, 160,
and 320% as compared to control PBS-treated
mice. VEGF-A121 (1 LI.M), 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 VEGF-D (1 uM; VEGFR-2 and R-3
analogs) increased EB dye exsudation by 107%
and 79%, respectively, whereas a treatment
with VEGF-B and PIGF-1 (1 pM; VEGFR-1
analogs) had no significant effect. Treatment
with bFGF (1 ptM) was used as negative control,
and did not promote vascular permeability
increase (Fig. 1).
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Vascular permeability mediated by VEGF analogs. Evans blue dye (EB; 20 mg/kg) was injected inthe

caudal vein of mice and 30 min later PBS (control vehicle), VEGF-A,s (4, 40, or 400 ng/10 ul; final
concentration 0.01, 0.1, or 1 pM, respectively), VEGF-A»,, -8, -C, -D, PIGF-1 {1 uM), or bFCF (negative
control; 1 uM) were injected in the ears. Animals were sacrificed 60 min after agonists injection. Values are
mean = SEM of at least five independent experiments. *P = 0.05 compared to PBS.

Implication of PAF and NO in VEGF-Induced
Microvascular Permeability

We previously showed that PAF isinvolved in
VEGF-Ag5-mediated vascular permeability
increase whereas others showed the contribu-
tion of NO [Murohara et al., 1998; Mayhan,
1999]. In addition, VEGF-A g5 can promote a
rapid and transient synthesis of PAF and NO in
EC [Sirois and Edelman, 1997; Murohara et al.,
1998; Montrucchio et al., 2000]. Thus, we
wanted to delineate how PAF and NO are
contributing to VEGF-A,g5-mediated vascular
permeability increase. Intradermal injection of
PAF (0.01, 0.1, 1 uM) 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 uM)
resulted in a similar vascular permeability
increase as observed with VEGF-A g5 (1 ptM),
and was used for subsequent studies implying
stimulation with PAF. Pretreatment with PAF
receptor antagonist (LAU8S080 or CV3988;
20 mg/kg, i.v.) 30 min prior to subcutaneous
injection of PAF (0.01 uM), 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 (vL-

NAME; 20 mg/kg; i.v.) 30 min prior to sub-
cutaneous injection of PAF (0.01 uM) abrogated
as well PAF-mediated vascular permeability
increase. In another set of experiments, we
combined PAF (0.01 pM) with an exogenous
NO donor (SNP; 1 uM), and observed that SNP
did not synergize PAF inflammatory activity
(Fig. 2).

Treatment with a nitric oxide donor (SNP up
to 1 pM) [Murohara et al., 1998] or with an
inducer of NO production (ACh up to 100 pM)
[Feletou et al., 1996] were unable to promote
vascular permeability increase (Fig. 3). We then
assessed the contribution of PAF and NO on
microvascular permeability increase mediated
by VEGF analogs (VEGF-Ag5 and VEGF-C;
1 uM). Pretreatment with either LAU8080
(20 mg/kg) or L-NAME (20 mg/kg) prevented
vascular permeability increase mediated by
VEGF-Aj¢5 and VEGF-C (Fig. 3).

Assessment of --NAME Vasoconstrictor Effect on
VEGF-Induced Vascular Permeability

Inhibition of eNOS activity with L-NAME
obliterates NO vasodilatory effect over basal
tone and results in an arteriovenous constric-
tion [Rees et al., 1990]. One might suggest that
L-NAME inhibitory effect on vascular perme-
ability increase was the result of L-NAME
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Fig. 2. Dose-dependent effect of PAF on vascular permeability.
EB dye injection in the caudal vein was followed 30 min later by
an intradermal njection of PBS or PAF (1, 0.1, and 0.01 pM,
respectivelyl or PAF (0.01 pM) plus SNP (1 (M), In another group,
mice were pretreated with LAUB080. CV3988, or [-NAME

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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Fig. 3. Implication of NO and PAF on VEGF-induced protein
extravasation. EB dye injection in the caudal vein was tollowed
30 mun later by an intradermal injection of PBS, SNP (1 pM}, ACh
i1 and 100 uMi, VEGF-A |, and VEGF-C (1 uM). In another
group, mice were pretreated with either 1-NAME (20 mg/kg) or
LAUB080 (20 mg/kg) combined with EB dye (20 mg/kg) and
followed a subcutaneous injechion of VEGF-Ay,; or VEGF-C

L—— PAF 0.01 yM ——

(20 mg/kg) by concomitant intravenous injection with EB prior to
PAF injection (0.01 uM). The amimals were sacrificed 60 min
upon PBS or PAF injection. Values are mean = SEM of at least
three independent experiments. *P<0.05 compared to PBS,
P < 0.05 compared to PAF.

(20 mg/kg, i.v.), arterioles and venules surfaces
were reduced, representing 77.0 + 5.5 and 81.0 +
0.5% of the initial surface area, respectively.
Sixty minutes post-infusion, corresponding
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(1 uM). In another group, mice were pretreated either with -
NAME or LAUB0BO (20 mg/kg, respectively) by concomitant
intravenous injection with EB dye 30 nmin prior to VEGF-A 5 or
VEGF-C mjection (1 pM) in mice ears. The animals were
sacrificed 60 min later. Values are mean £ SEM of at least four
independent experiments. *P < 0.05 compared to PBS, TP < 0.05
compared to VEGF-A 5 or VEGF-C.
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TABLE 1. Effect of Vasoconstriction on VEGF-A,4;5-Induced Protein Extravasation

Vascular tone modulation

Vascular permeability
(EB dye extravasation; ng)

Treatment
Pretreatment Time (min) —-60 0 PBS VEGF-A 45
None Arteries (5) NA N/A 1.34 4 0.16 5.64 +0.78*
Venules (50} N A N/A
L.-NAME Arteries (%) 100 77055 74.2:44.2 0.76 4:0.26 1.03 +0.16"
Venules (7) 100 81.04:0.5 86.0+5.4
Phe Arteries (Y0) 100 74.24+15.1 68.4 £ 13.2 1.9240.19 5.90+0.16*
Venules (%) 100 76.1:+6.2 82.1+10.2

Vascular tone of arteries and venules in mice ears was assessed 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/ml; at a constant
rate of 0.8 ml/h). PBS or VEGF-A 45 (1 nM) were injected subcutaneously in mice ears and the animals were sacrificed 60 min later

Values are mean + SEM of three independent experiments.
“P < 0.05 comparcd to its control PBS.
‘P - 0.01 compared to VEGF-A 5.

surfaces were at 74.2+4.2 and 86.0345.4%,
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 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 pg+0.19 vs. 1.34 ng+0.16,
respectively), and did not affected VEGF-A 45-
mediated vascular permeability (5.90 ug +0.16
vs. 5.64 ug £ 0.78, respectively) as opposed to L-
NAME pretreament (Table I).

To identify 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 completely
abolished VEGF-Ag5-induced microvascular
permeability. Since protein kinase A (PKA)
has a barrier-tightening function on basal
microvascular permeability, we assessed its
role in VEGF-A g5-induced protein leakage.
Pretreatment of mice with a PKA inhibitor
(H89; 40 pg/kg) did not further increase VEGF-
Ajgs-induced permeability. However, coadmi-
nistration of H89 (40 pg/kg) with L-NAME
restored almost completely VEGF-Ags-
induced microvascular permeability (Fig. 4).
Since a treatment with H-89 restored VEGF-
Ajgs-induced microvascular permeability in
the presence of L-NAME, we wanted to assess if
H-89 in presence of PAF receptor antagonist
(LAU8B080) would restore VEGF-Ags5-
mediated vascular permeability increase.
The combination of H-89 with LAU8080 did
not affect the blockade of VEGF-A g5 hyper-

permeability mediated by LAU8080 (data not
shown).

Role of PAF and NO in VEGF-A,¢5-Mediated
VE-Cadherin Phosphorylation

Microvascular hyperpermeability is asso-
ciated with a redistribution of endothelial cell
adherens junction proteins [Bazzoni and
Dejana, 2004]. Since, both VEGF-A;g5 and
PAF can induce phosphorylation of VE-cad-
herin and, that NO is implicated in VEGF-A g5-
mediated VE-cadherin redistribution, we
assessed the contribution of PAF and NO in
VE-cadherin phosphorylation induced by
VEGF-A 5. Treatment of HUVEC with
VEGF-Ag5 (1072 M) induced a transient phos-
phorylation of VE-cadherin starting at 30 min,
reaching maximal phosphorylation at 45 min,
and returning to basal level within 120 min
(Fig. 5A). Treatment of HUVEC with a VEGFR-
2 inhibitor (SU1498; 10 ® M) 15 min prior to
VEGF-A;g5 stimulation for 45 min abrogated
VE-cadherin phosphorylation (Fig. 5B). Treat-
ment with LAU8080 (10™° M) abolished VE-
cadherin phosphorylation induced by VEGF-
A, g5 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-
A155 (Flg 5B)

DISCUSSION

In the current study, we observed that the
increase of vascular permeability mediated by
VEGF analogs was maximal under VEGF-A 55
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Fig. 4. Implication ot NO signaling pathway on VEGF-A, -
incuced protein extravasation. EB dye injection in the caudal
vemn was followed 30 min later by an intradermal injection of
PBS, or VEGF-A 5 (1 uM) in mice ears. In a second group, mice
were pretreated with 1 -NAME (20 mg/kg), ODQ (20 mg/kg), or H-
89 (40 pg/kg). n a third group, mice were pretreated with a

stimulation through the activation of VEGFR-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 VEGF-mediated vascular hyper-
permeability, despite that only PAF showed a
direct inflammatory activity.

Contribution of VEGF Receptors in
Vascular Hyperpermeability

To assess the contribution of VEGF receptors
and NRP-1 coreceptor in VEGF-induced vascu-
lar permeability, we used a selective receptor-
agonist approach. Intradermal injection of
VEGFR-2 agonists (VEGF-A g5, -Aq9;, -C, and
-D) promoted exsudation of vascular macromo-
lecules, whereas a treatment with selective
VEGFR-1 agonists (PIGF-1 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 (ANAC156S-VEGF), a selec-
tive VEGFR-3 agonist, lost its property to
promote vascular permeability [Joukov et al,,

L L-NAME pretreatment -J

combined injection of -NAME (20 mg/kg) and H-89 14 or 40 pg/
kg) prior to mtradermal injection of VEGF-A 45 (1 pM), and the
animals were sacrificed 60 mm later. Values are mean = SEM ot
at four independent experiments. “P< 0.05 compared to PBS
P<0.05 compared to VEGF-A, 45 pretreated with L-NAME.

1998]. Thus, our data and previous reports
demonstrate that VEGFR-2 activation 1s essen-
tial to vascular permeability increase [Kondo
et al., 1995; Joukov et al., 1998; Caoet al., 2004].

Intradermal injection of VEGF-A;g5 was
about three times more potent than VEGF-
A5, -C, and -D to promote EB dye leakage,
demonstrating that NRP-1 enhances VEGF-
Ajgs-induced microvascular hyperpermeabil-
ity. Our data are in agreement with previous
reports demonstrating that NRP-1 potentiates
VEGF-A g5 effects upon VEGFR-2 activation,
such as EC migration, proliferation, PGI,, and
PAF synthesis {Soker et al., 1997; Bernatchez
et al., 2002; Neagoe et al., 2005].

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 mg/kg) abolished EB dye leakage mediated
by VEGF-Ag; intravenous injection. On the
other hand, Murohara et al. {1998] 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. 5. Phosphorylation ot VE-cadherin by VEGF-A,.s. A: expression was performed with an anti-VE-cadherin 1gG. B:

HUVEC were stimulated with PBS or VEGF-A,q; (1 nM;
0-120 min). Cell lysates were immunoprecipitated with anti-
VE-cadherin 1gG. PhosphoVE-cadherin was detected by immu-
noblotting using an anti-phosphotyrosine 1gG (upper bands).
Membranes were stripped and the detection VE-cadherin protein

VEGF-A g5 in guiney pig skin. In the present
study, two additional PAF receptor antagonists,
CV-3988 and LAUB080 (20 mg/kg) (Figs. 2
and 3) were used prior to VEGF-A g5 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
might 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 model and observed that intrader-
mal injection of SNP or ACh did not alter basal
vascular permeability. However, pretreatment
with L-NAME prevented EB dye exsudation

HUVEC were pretreated with SU1498 (10 pM), LAUBOBO
(10 pM), -NAME (100 pM). or ODQ (10 uM) for 15 min prior
to stimulation with VEGF (107" M). WB, Western blotting, IP
immunoprecipitation.

mediated by VEGF-A,;g5 and PAF. Since L-
NAME abrogated protein extravasation
mediated by VEGF-A,4;5 and PAF, and that
NO per se had no such effect, our data suggest
that NO is a cofactor in the signaling pathway of
vascular hyperpermeability.

Since the basal formation of NO maintains an
arteriovenous dilation, we delineated if the
blockade of VEGF-Ag5-mediated vascular per-
meability by a pretreatment with .-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 constric-
tion mediated by phenylephrine as compared to
L-NAME did not reduce VEGF-Az5-mediated
microvascular hyperpermeability. These data
are strengthening our hypothesis that NO
serves as an intracellular cofactor of VEGF-
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A5 inflammatory 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
¢GMP which participate in vascular hyperper-
meability induced by inflammatory mediators
[Michel and Curry, 1999]. Thus, we pretreated
mice with a sGC inhibitor (ODQ). Selective
inhibition of sGC prevented protein leakage
mediated by VEGF-A g5 supporting that an
intact eNOS/NO/sGC/cGMP pathway is essen-
tial to support VEGF-A g5 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 rearrangement associated with
microvascular leakage [Liu et al., 2001; Biru-
kova et al., 2004]). Thus, we hypothesized that
the activation of NO/cGMP pathway by VEGF-
Aygs 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 .-NAME or
0ODQ abrogated VEGF-A,g5-mediated vascular
permeability, whereas the blockade of PKA
activity with H-89 did not alter VEGF-Ag5
inflammatory activity. One might suggest that
blockade of PKA activation should have
increased VEGF-A g5-mediated vascular per-
meability, however based on our hypothesis,
PKA inhibition is already warranted by endo-
genous ¢GMP production. To confirm our
hypothesis, mice were pretreated with a con-
comitant injection of L-NAME and H-89, which
restored the capacity of VEGF-A g5 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 inflammatory response.

Since a treatment with H-89 in presence of L-
NAME restored VEGF-Ag5-hyperpermeability
activity, we assessed if H-89 would restore
VEGF-A;g; inflammatory activity in presence
of LAU8080. H-89 did not rescue VEGF-A 45-
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-Ag; 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.,
1998; 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-A,g; sti-
mulation. Pretreatment of HUVEC with
LAUB8080 abrogated VEGF-A,g5-mediated VE-
cadherin phosphorylation, whereas a pretreat-
ment with L-NAME 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-A g5-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-A g5-mediated permeability increase.

In conclusion, VEGF analogs increase vascu-
lar permeability through VEGFR-2 activation,
maximal protein leakage is induced under
VEGF-A g5 stimulation, and involves NRP-1/
VEGFR-2 complex formation. The blockade of
PAF and NO/cGMP pathway abolished VEGF-
A gs-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 asa
cofactor in VEGF-Ag5 proinflammatory activ-
ities.
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ANNEXE I

Angiopoietin chemotactic activities on neutrophils
are regulated by PI-3K activation

Alexandre Brkovic,* Martin Pelletier,™ Denis Girard,™ and Martin G. Sirois*’

#Research Center. Montreal Heart Institute, Department of Pharmacology, Université de Montréal. Montreal. Quebec.
Canada: and "IVRS-Institnt Armand-Frappier. Pointe-Claire, Quebec, Canada

Abstract:  Angiopoietins (Angl and Ang2) modu-
late blood vessel integrity during the angiogenic
process through the aclivation of tyrosine kinase
receptor (Tie2). We recently detected Tie2 ex-
pression on neutrophils and reported that angio-
poiclins induce acute proinflammatory events in-
cluding neutrophil B,-integrin activation and their
adhesion onto endothelial cells. Herein, we inves-
tigated the effect of angiopoietins on neutrophil
migration and their capacity to modulate CXCL8/
IL-8 chemotactie properties. Using a Boyden
chamber assay, we observed that Angl and Ang2
(up to 10 nM; 60 min) increased the migration of
neutrophils, and the maximal effect was achieved
al 1 oM (72% and 114% increase, respectively) as
compared with untreated cells. Angiopoietins in-
duce a rapid and transient Akt phosphorylation,
and pretreatment of neutrophils with PI-3K inhib-
itors, 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
min) increased basal neutrophil migration by
257% ut its oplimal concentration (10 nM), and
pretreatment of neutrophils with corresponding
PI-3K inhibitors reduced the CXCLS8/IL-8 (1 nM)
chemotactic effect. Pretreatment of neutrophils
with Angl or Ang2 (10 nM; 15 min) potentiated
neutrophil migration induced by CXCL8/IL-8 (1 or
10 nM; 60 min) by 263% and 238% and by 177%
and 164%, respectively. Finally, both angiopoi-
ctins showed a synergistice effect on the induction of
Akt phosphorylation mediated by CXCL8/IL-8. In
summary, our dala demonstrate that angiopoietins
increase neutrophil migration through PI-3K acti-
vation and can enhance proinflammatory activities
of other eytokines. J. Leukoc. Biol. 81: 000-000;
2007.

Key Words: cvtokines - polymorplonuclear cells - ntigration - Tie2
receplaor

INTRODUCTION

\ngiogenesis is characterized by the formation of new blood
vessels from a pre-existing vasculature. This process is tightly

07 11-5100/07/0081-0001 © Society for Leukocyte Biology

regulated and requires the coordinated action of numerous
growth factors, including vascular endothelial growth factor
(VEGF) and angiopoietins, and angiopoietins (Angl and Ang2)
are structurally related endothelial growth factors, having sim-
ilar binding affinity for tyrosine kinase receptor (Tie2). Angl
has been shown to act as a Tie2 agonist. promoting endothelial
cell (EC) survival. migration. and proliferation [1. 2}. Con-
versely, Ang2 has been characterized initially as an endoge-
nous Tie2 antagonist, thereby counteracting Angl activities [1.
3]. However. recent evidences suggest that Ang2, under certain
circumstances., has 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 chemoltaxis, and in vitro
capillary-like tube formation [4-6]. Furthermore. we reported
that Angl and Ang2. upon endothelial Tie2 activation. can
induce platelet-activating factor (PAF) synthesis and transient
P-selectin translocation, which support neatrophil adhesion
onto activated EC {7, 8]. Recent studies revealed that angio-
poietins can also modulate the responsivencss of EC toward
proinflammatory eytokines. For instunce, Ang2 was shown to
serve as a priming factor for TNF-a at low concentrations [9].
Moreover. Angl and Ang2 were shown to potentiate VEGF-
mediated angiogenesis in a mouse cornea model [10).
Postnatal angiogenesis is associated with numerous inflam-
matory conditions such as atherosclerosis. rhumatoid arthritis,
retinopathy. and tumor growth [11]. Tt has been reported that
inflammation precedes and accompanies pathological angio-
genesis, as evidenced by increased vascular permeability and
recruitment of inflammatory cells al angiogenic sites [12. 13].
Among inflammatory cells, neutrophils are the first ones
recruited to the site of inflammation and have been suggested
to participate in pathological angiogenesis [14, 15]. Neutro-
phils produce several proangiogenic cytokines, including
VEGF. TNF-e, and ILs (IL-1, 1L-6, and 1L-8), as well as
matrix-degrading enzymes, which together, contribute to trig-
ger and support angiogenic activities. Recruitment of neutro-
phils is a multistep process implying neutrophil tethering,
rolling. and firm adhesion to EC, followed by the migration of
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neutrophils across the vasculature toward the subendothelial
chemoaltractant source.,

Recently. we detected Tie2 expression on the cell surface of

polyvmorphonuelear cells. which has been confirmed later by
independent groups [7. 16, 17). Stimulation of neutrophils with
\ngl or Ang2 induces PAF synthesis and Bo-integrin-depen-
dent neutrophil adhesion 1o extracellular matrix (ECM) [7. 8].
Taken 1ogether, these observations suggest that the angiopoi-
etin/Tie2 system can modulate leukoeyte trafficking. In agree-
ment. recent studies showed that angiopoietins can induce
neatrophil and eosinophil chemotaxis, an important component
of the acute inflammatory response [16, 17]. However. little 1s
known about the cellular pathways involved in angiopoietin-
mediated neutrophil migration. In the present study. we thus
wanted 1o define the cellular pathways involved in angiopoi-
ctin-mediated neutrophil migration. In addition. as angiopoi-
ctins can modulate the effect of proinflammatory cytokines in
EC. we were led to investigate if angiopoietins could modulate

eviokine activities i neuatrophils.

MATERIALS AND METHODS

Neutrophil purification

Venous blood was obtained from healthy donors free from medication for at
leeast 10 davs prior 1o the experiments. Neutrophils were 1solated as described
previonsh [ T] Boeflys upon a 29 destran sedhmentation, neatrophils were
isolated under steride conditions using the Ficall-Pague gradient, and contam-
nating ens throovies were removed by hypotome shock. Unless otherwise noted,
neutrophils were resaspended in RPME contaming 25 mM HEPES and 1% of
antibiohies: Nmetv-lnve pereent of the tsolated eells were polymorphonuelear
cells. a~ determmed with o Coulter connter, and vialidity was found 10 be
gredter thar V8% as assessed by typan blue dhve exelasion assay. To char
acterize the ratio ol neatrophils and eosmophtls mour polvmorphonuelear
population, cells were centrduged. spread onto microscope shdes, and stamed
witl Difi=Quick solution: Only the populations of polymorphonuelear cells

consisting of at least 95% of newtrophils were used i our study,
[

Cell-surface expression of Tie2

Neutrophils (107 cellsiml) were rnsed and resuspended in RPMI, and bovine
LG (150 wgg/ml) was adided for 30 min 1o prevent nonspecific inding via FeRRs.
Neutrophils were centriluged, rinsed, resuspemded in RPMI (10" cellsimly, and
incubatedd with mouse monoclonal ‘Tie2 1gGy (1-10 pg/ml. R&D Systems,
Minneapolis, ML USA)Y or with mouse B isoty pe control (1=10 wg/ml, RRD
Sytems) Tor 60 mim at 4°C. Upon additional rinses. neutrophils were incubated

with goat antimouse, FITC-conjugated. secondary 1gG (1:100). Cells were
rinsed and fived with 0.5%  paraformaldehyvde. Flow  eytometne analysis
(10.000 ¢venis) was performed usmg a FACSean (Beeton Dic kimson, San Jose,
CALUSAY

Neutrophil migration

In vitro ehemotavis was peformed in a 48-well micrachamber (Neuro Probe
Inc.. Ganhershurg. MD. USA) using a 3-pum polyearbonate membrane Gher as
described previonsty 118, 194 The hottom wells were foaded with RPAIL with
or without agonists (Tinal volume, 25 ). the polyearbonate membrane was
placed over the wells, and the 1op Laver of the chamber was added over the
membrane, Neatrophils (54 @l from a RPMI suspension: 10° cells/ml) were
added into the upper wells, The chamber was meabated at 37°C for 60 min
a humidihed incubator i the presence of 5% COL Upon the incubation period.
the top of the chamber was removed. and the upper side of the membrane was
wiped carelully with the rubber seraper provided by the manufacturer, The
poby carbonate membrane was Gived o methanol, colored with the Dil-Quick
staning kit mounted onaglass <hideand examined with a light microscope

under 100X magmification, The number of cells in five random fields was
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counted, and he results were espressed as relative neatroplid nigration
(mumber of cells from tested group/mumber of cells from corresponding control
vehiceles). Treatment with the chemoattractant CNCLSAL-8 (25 nM) was used
Aas o postlive ¢ onrol.

In another set of experiments, cells were pretreated for 15 nn with a
blocking goat polvelonal antthuman Tie2 fanti-hTie2) 1gG (R&D Systems) or
isoly pre goal TG (Santa Cruz Brotechnology Ine. Santa Cruz, CAL USA) helor
cell migration toward angioporetins (1 oML In some expernments, cells were
pretreated Toe 15 min with PL3K mbubitors (wortmannm, 10 and 100 nM [20]:
1Y 294002, 0.5 or 5 M 215, p38 MAPK (SB203580, 10 1M [22]). pd2/41
MAPK (PD98059, 50 Wil [23]). or angiopotetins (0.1-10 nM) prior 1o neatro
phal mgration toward agonests. I studies smplying the use of mhibitors, the
latter was alse addedl into the hottom wells

Akt Western blot analyses

Neutrophils were resuspended at a concentration of 4 X 107 cells/ml, and 100
wl cell suspension was stmulated with control vehiele, angiopoetins, CXCL8/
IL-8. and angiopoetins plus CXCES/IL-8 at room temperature. Neatrophils
were [ysed in 4 Laemml’s hulfer and boited Tor 10 mine An equal valume of
samples was loaded ina 7.5% SDS-PAGE, proteins were translerred onlo a
pohvvinylidene difluoride (PYDE) membrane. dand membranes were probed
with a rabbit polyclonat phospho-Akn (Ser'™) 1eG (1:750. Cell Signaling
Technology Tne.. Beverly. MAL USA). PV DE membranes were subsequently
stnpped - glveme sinppig buffer. and tatal Akt protem expression was
determimed with o rabbit polvelonal ant-Akt 1gG (110000 Inmunoreactine
bands were viswahzed by wsing LumiGlo™ (Cell Suygnalmg Technology Tne ).
diggitized using a two-dimensional gel scanner, and quantilied usmg Quantis
One software (Bio-Rad, Hercules, CAL USA),

Statistical analysis

Data are mean £ sEM Statistical comparisons were made by one-way ANOV AL
folfowed by a Tukey t-test Tor multiple comparisons. Data were consdered

significantls dilTerent il values of P2 <0.05 were abserved.

RESULTS

Expression of Tie2 in neutrophils

We recently reported by RT-PCR. confocal microscopy, and
immunocytochemistry that Tie2 is expressed at the cell surface
of neutrophils, and others demonstrated by RT-PCR and by
flow cytometric analysis that Tie2 is expressed on eosinophils
[7. 16, 17]. To confirm that the detection of Tie2 on neutrophils
in our initial study was not a result of a marginal cross-contami-
nation by eosinophils, we performed a FACS analysis directed
against Tie2 expression in a population of purified polymorpho-
nuclear cells containing at least 95% of neutrophils (Fig. 1).

Ang1 and Ang2 mediate neutrophil migration

Using a modified Boyden chamber assay, we tested the capac-
ity of angiopoietins to modulate neutrophil migration. Angl
and Ang2 increased concentration-dependently the migration
of neatrophils in a bell-shaped manner. The maximal elfect
mediated by Angl and Ang2 was achieved at 1 nM (72% and
114% increase, respectively) as compared with PBS-treated
cells (Fig. 2A), whereas at 5 and 10 nM. the effect of both
angiopuietins resumed to basal level. To assess if the migration
of neatrophils mediated by Angl and Ang2 were Tie2-depen-
dent. we pretreated the neutrophils with different concentra-
tions of anti-hTie2 lgG (5 and 10 pg/ml: 15 nun) capable of
blocking the angiopoietin/Tie2 interaction. Such pretreatment
prevented neutrophil migration induced by Angl or Ang2 (1
nM). whereas a pretreatment with equivalent concentrations of

httpiwww jlenkino.org
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Detectom of Tie2 expression on neutrophil cell sarface Iy FACScan analysis. Neutrophils were ancubated with mouse monoelonal Tie2 lgGy (@ Tie2: 1,

5000 10 wg/mly or wih contral mouse 1soly e TgGy (Control 1aGys 15, or 10 pg/ml). Neutrophils were then meubated with o secondary, goat antimouse,
FITC-conpugated 1gG (1:100). Flow cvtometrie analvsis (10,000 events) was performed waing a FACScan. Representative analysis of three independent experiments

control isotypic IgG had no such effect (Fig. 2B). In all studies.
treatments with CXCL8/IL-8 (10 or 25 nM) were included as a
positive control. increasing newtrophil migration by over 2009
as compared with PBS-treated cells.

Role of the PI-3K pathway in angiopoietin-
mediated neutrophil migration

Previous studies reported thal angiopoietins possess the capac-
ity to activate PI-3K/AKL p38. and pd2/14 MAPK pathways [4,
8. 21-20). Thus. we wanted to address the signaling pathway(s)
involved in neutrophil migration mediated by angiopoietins.
Neutrophils were pretreated with inhibitors of PI-3K (wortman-
nin and LY294002). p38 MAPK (SB203580). and p42/41
VIAPK (PDY805Y)Y pathways. Pretreatment of neatrophils with
wortmannin (10 and 100 aM) for 15 min prior to their addition
in the upper chamber did not affect basal migration mediated
under PBS condition but prevented by over 90% the migration
of neutrophils mediated by Angl and Ang2 (1 nM: 60 min: Fig.
3A). The contribution of the PI-3K pathway was confirmed by
using a second independent inhibitor LY294002. Pretreatment
of neatrophils with LY294002 (0.5 and 5 uM) rveduced basal
PBS-mediated migration by 40% and 53%, respectively. Pre-
treatment of neutrophils with LY294002 (0.5 and 5 pM) de-
creased by 729% and 78% the migration of neutrophil-mediated
by Angl (1 nM) and by 80% and 71% under Ang2 (1 nM)
stimulation. respectively, as compared with PBS-treated cells
in the presence of LY294002 (0.5 and 5 pM; Fig. 3A). In
another set of experiments. neutrophils were pretreated with
PDY8059 (50 wM) or SB203580 (10 wM) as defined above, and
both did not affect neutrophil migration induced by Angl or
Ang2 (1 nM: data not shown).

\s the migration of neutrophils induced by angiopoietins
was sensitive 1o PI-3K inhibitors, we therefore tested the
capacity of anglopoieting to increase Akt phosphorylation in
neutrophils. Treatment of neatrophils with Angl and Ang2 (1
aM) induced a rapid and transient Akt phosphorylation. which
was masimal within 2 min (3.0- and 2.8-fuld of increase.
respectivelv). as compared with control. PBS-treated cells. and
returning to basal level within 30 min (Fig. 3. B and C).
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Fig. 2. Angl and Ang2 mediate neutrophil migration through Tie2 activation.
Neutrophils were added 1o the upper wells of a modified Boyden chamber
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Enhancing activity of angiopoietins on CXCL8/IL-
8-mediated neutrophil migration

\ recent report revealed that angiopoietins can modulate EC
responsiveness to proinflammatory  eytokines [9]. Different
studies provided evidence that PI-3K activation contributes to
CNCLS/IML-8 chemotactic properties [22. 27]. Our data suggest
as well that PI-3K activation contributes to angiopoietin che-
molaclic activity on neutrophils; thus, we wanted to assess if
angiopoictins can modulate CXCL8/1L-8-mediated neutrophil
migration. In a first series of experiments, we performed a
CXCLS/ML-8 concentration-dependent assay (0.001-50 nM) on
neutrophil migration and assessed the extent of PI-3K contri-
bution. CXCLB/IL-8 induced a significant neutrophil migration
at 1,100 and 50 nM. and a maximal effect was achieved at 10
nM (257% increase as compared with PBS-treated cells: Fig.
LA). Pretreatment of neutrophils with wortmannin (10 and 100
nM) or LY294002 (0.5 und 5 pM) for 15 min prevented
neatrophil migration induced by CXCL8/IL-8 (1 nM). whereas
atl a higher concentration of CXCLS/IL-8 (10 nM). wortmannin
(10 and 100 nM) or LY294002 (0.5 and 5 pM) provided a
partial inhibitory effect (52-59% inhibiton) on neutrophil mi-
eration (Fig. 4B). In another set of experiments. neutrophils
were pretreated with PD9805Y (50 wM) or SB203580 (10 pM).,
which did not alfeet neutrophil migration indueed by CXCL8/
1L-8 (10 nM: data not shown).

Ax the migration of neutrophils induced by CXCL8/1L-8 was
sensitive 1o PI-3K inhibitors, we therefore tested the capacity
of CXCL8/11.-8 to increase Akt phosphorylation in neutrophils.
which were treated with CXCLS/IL-8 (0.001-50 nM) for 2 min
[22. 28], and we observed AKU phosphorylation at 10 and 50
nM—11.9- and 15.6-lold of increase, respectively—as com-
pared with control, PBS-treated eells (Fig. 4C). Pretreatment of

neutrophils with inereasing concentrations of PI-3K inhibitors

I Journal of Leukoeyte Biology  Volume 81, April 2007

Ang2 (1 ndh ki = = =

(wortmannin, 10 and 100 nM: LY291002, 0.5 and 5 uM) for 15
min prior to stimulation with CXCL8/IL-8 (10 nM; 2 min)
reduced Akt phosphorylation, and maximal inhibition reached
80% and 99% under wortmannin and LY294002 pretreatment.
respectively (Fig. 4D).

We then assessed the capacity of angiopoietins to modulate
CXCL8/IL-8 chemotactic activities on neutrophils. Pretreat-
ment of neutrophils with Angl or Ang2 (0.1. 1. and 10 nM) for
15 min prior to the addition of neutrophils in the upper wells
with their corresponding Angl- or Ang2-conditioned media did
not modulate basal neutrophil migration toward control PBS
(lower wells). However, pretreatment of neutrophils with Angl
(10 nM) under the same condition potentiated neutrophil mi-
gration toward a CXCL8/IL-8 concentration gradient (0.1, 1. or
10 nM) for 60 min. For instance, addition of CXCL8/11-8 (0.1,
1. or 10 nM) alone in the lower wells increased neutrophil
migration by 35%. 101%. and 286%. und the pretreatment of
neatrophils with Ang1 (10 nM) prior to the addition of CXCL8/
IL-8 (0.1. 1. or 10 nM) in the lower wells raised the migration
of neutrophils to 154%. 266%. and 507%. respectively (Fig.
5A). Sinnlarly. in another series ol experiments, hasal migra-
tien of neutrophils under CXCL8/1L-8 (0.1, 1. or 10 nM)
exposure alone increased by 27%. 63%. and 222%. respec-
tively, and a pretreatment of neutrophils with Ang2 increased
those mediated toward CXCL8/IL-8 (0.1, 1. or 10 nM) by 11%.
150%. and 363%, respectively (Fig. 5B).

As angiopoietins and CXCL8/IL-8 inerease neutrophil mi-
gration through the activation of a PI-3K pathway. we hypoth-
esized that it could be implicated in the priming effect of
angiopoietins on CXCL8/IL-8-mediated neutrophil migration.
To address this issue. neutrophils were pretreated initially for
15 min with wortmannin (100 nM) or LY294002 (5 uM) prior
to the addition of PBS, Angl, or Ang2 (10 nM) for an additional

httpe/iwww gleukbio.ovg
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evperiments. neutroplils were stimulated with PBS or CNCL8/11L-8 (0.001=50 aM) {or 2 min (C). and newtrophils were also pretreated with wortmannin (%0 10
MWL, H00 nM) or LY294002 (1Y |0 0.5 Mz YL, 5 wM) for 15 nun prior 1o stimulatton with PBS or CXCL8/L-8 (10 aM: 2 mum: D). Western blot analyses

of Ak activabion were performel as detailed for Figure 3.

15-min exposure. Then. neutrophils were added to the upper
chambers allowing them to migrate toward the CXCL8/1L-8 (10
niM) gradient for 60 min.

In the current set of experiments, pretreatment of neutro-
phils with wortmannin and 1.Y294002 partially blocked
(50% and 51%. respectively) CXCL8/IL-8-mediated neutro-
phil migration. If the priming effect of angiopoietins on
CXCL8/ML-8-mediated neatrophil migration is Pl-3K-de-
pendent. thus the inhibition of the angiopoietin priming
effect by PI-3K inhibitors should decrease the migration of
newtraphils to the level mediated by CXCLS/IL-8 in the
presence of PI-3K inhibitors (Fig. 6A. dotted line). Pre-
treatment of neutrophils with wortmannin or LY291002
decreased by 709% and 79% the priming effect of Angl and
by 88% and 82% the priming effect of Ang2 on CXCLY/IL-
S-mediated neutrophil migration (Fig. 6A).

As the activation of the PI-3K pathway is involved in the
angiopoietin priming elfeet on CXCL8/IL-8-mediated neutrophil
migration. we then tested the capacily of angiopoietins o poten-
tiate CNCLS/IL-8-mediated Akt phosphorylation. Treatment of
neutrophils with CXCLS1L-8 (0.1 and 1 nM: 2 min) did not

Brkovic et al.
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mediate Akt phosphorylation, whereas a treatment with CXCL8/
IL-8 (10 nM) induced Akt phosphorylation (28-fold increase) as
compared with PBS-treated cells (Fig. 6. B and C). A combination
of Angl (0.1, 1, and 10 nM) to suboptimal CXCL8/IL-8 (1 nM)
concentration potentiated Akt phosphorylation by 2.1-. 3.9-. and
7.0-fold. respectively, as compared with CXCL8/11-8 alone (1 nM:
Fig. 6B). Similarly, cotreatment of neutrophils with increasing
concentrations of Ang2 (0.1, 1, and 10 nM) plus CXCL8/IL-8 (1
nM) potentiated as well by 1.3-. 5.1-. and 4.8-fold. respectively.
the phosphorylation of Akt mediated by CXCL8/IL-8. Cotreatment
of neutrophils with Angl or Ang2 (0.1, 1. and 10 nM) did not
provide a synergstic effect on Akt phosphorylation mediated by
the lowest and the highest concentrations of CXCL8/1L-8 (0.1 and
10 nM: Fig. 6. B and C).

DISCUSSION

In the present study. we showed that Angl and Ang2 possess
a similar agonistic capacity to mediate neutrophil migration
through the activation of the PI-3K pathway. These data are in
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accordance with our previous findings in which we defined
proinflammatory activities of angiopoictins in neutrophils. Fur-
thermore, we have observed that both angiopoeietins can poten-
tiate the effect of CXCL8/1L-8 on neutrophil migration.

Ang1 and Ang2 promote neutrophil migration
through Tie2 activation

Classically. Tie2 was recognized as being expressed on endo-
thelial and hematopoietic stem cells [29]. However. we recently
detected Tie2 expression an neutrophils by RT-PCR. confocal
microscopy, and immunocytochemistry and reported the ca-
pacity of Angl and Ang2 to induce PAF synthesis. B,-integrin
functional up-regulation. and neutrophil adhesion onto ECM
and EC [7]. During the same time, Tie2 receptor expression
was observed on eosinophils and neatrophils by RT-PCR and
flow evtometry [16. 17]. In eosimophils. Feistritzer et al. [16]
observed that Angl has a chemotactic activity, which is par-
tiallv driven through PI-3K activation, whereas Ang2 has no or
a marginal effect. In neutrophils. Sturn et al. [17] reported that
hoth angiopoietins promote chemotaxis: however, they did not
address the contribution of the PI-3K pathwav. By FACS
analysis. we confirmed our mitial data demonstrating Tie2
expression on neutrophtls [7]. which is i agreement with the
observation made by Sturn and colleagues [17].

Using a modified Bovden chamber assay. we demonstrate
that angiopoietins increase concentration-dependently the mi-
eration of neutrophils in a bell-shaped manner. Maximal ago-
vistic activity is observed at 1 nM. whereas at a higher con-
centration (10 M), Angl and Ang2 lose their capacity to
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promote neutrophil migration. This latter observation is in line
with previous studies, where we observed a similar bell-shaped
response. namely VEGF-A | 5- and angiopoietin-mediated en-
dothelial P-selectin translocation. angiopoietin-mediated PAF
synthesis {7, 8]. 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 es-
sential 1o trigger receplor autophosphorylation and  signal
transductton [8. 30]. However, an overabundance of ligands
impedes receptor dimerization [31]. In addition. by using an
antibody capable of blocking the angtopoietin/Tie2 interaction.
we demonstrate that neutrophil migration mediated by both
angiopotetins is Tie2-dependent.

The PI-3K activation pathway is essential to
angiopoietin-mediated neutrophil migration

In EC. the Angl/Tie2 interaction activates P1-3K/Akt, pd2/44.
and p38 MAPK pathways [25, 33-38], and Ang2/Tie2 inter-
action mediates PI-3K/AKL signal transduction [4]. More re-
cently. we observed that Ang2 is also capable of activating p38
and pd2/44 MAPK pathways with a similar kinetic as induced
by Angl [8]. Furthermore. we reported that both angiopoietins
promote a similar endothelial PAF synthesis. and the alore-
mentioned intracellular pathways are contributing to angiopoi-
etin-mediated PAF svnthesis [8].

[n the current study. we observed that a pretreatment with
two PI-3K inhibitors prevented angiopoietin-mediated neutro-
phil migration. whereas the blockade of p38 and p42/44 MAPK
activity had no such effeet. Our data are in line with previous

hup:/fwww jleakbio.org
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studies reporting that PI-3K activation is essential for Angl-
and Ang2-mediated EC survival. migration. and sprouting [,
5. 26. 39. 40], whereas the activation of p38 and pd2/44
MAPKs by angiopoietins modulates cell survival [25]. In ad-
dition, our data demonstrate that in neutrophils. PI-3K activa-
tion is essential to Angl and Ang2 chemotactic properties,
whereas in eosinophils, Angl chemotactic activity is predom-
inant and partially dependent on PI-3K activation [16].

As Akt is a target of PI-3K signaling upon stimulation of
neutrophils with various proinflammatory cytokines [41]. we
assessed the capacity of angiopoietins to induce Akt phosphor-
viation. We observed that Angl and Ang2 can induce a rapid
and transtent phosphorylation of Akt in neutrophils. Our data
are in agreement with the previous study, in which a similar
Akt Kinetie activation was observed upon stimulation of neu-
tropluls with  chemoattractants  including CXCLB/IL-8 and
MLP | b1

Brkovic ¢t al.

Ang1 and Ang2 potentiate CXCL8/IL-8-mediated
neutrophil migration

Stimulation of EC by proinflammatory mediators can induce
the release of Ang2 and CXCL8/1L-8 from Weibel-Palade
hodies, which promotes neutrophil migration and their adhe-
sion onto EC |7. 12, 43]. As we observed that PI-3K activation
contributes to angiopoietin chemotactic activity on neutrophils
and that different studies provided evidence that PI-3K acti-
vation contributes to CXCL8/TL-8 chemotactic properties [22,
27]. we thus hypothesized that angiopoietins might modulate
CXCL8/L-8-mediated neutrophil migration.

Herein, we show that CXCL8/IL-8 increases migration of
neutrophils in a bell-shaped manner, which is in agreement
with previous reports [44-46]. Our data are in line with
previous studies indicating that PI-3K pathway activation con-
tributes to CXCLS/IL-8-mediated neutrophil migration |22,

Angiopoietin-mediated neutrophil migration is PI-3K-dependent 7



27). We observed that a pretreatment with PI-3K inhibitors
prevented neatrophil migration induced by CXCL8AL-8 (1
nM). However, identical pretreatment reduced by ~50% the
migration of neutrophils mediated hy CXCL8/IL-8 (10 nM).
despite the fact that those PI-3K inhibitors were capable of
preventing CXCL8/ML-8 (10 nM)-mediated Akt phosphoryla-
tion, The difference between the effects of PI-3K inhibition on
neutrophil migration induced by CXCL8/IL-8 at 1 nM versus
10 oM might be explained by the stimulation of additional
pathway(s) independently from PI-3K/Akt activation. However.,
based on our current data. we can discard the contribution of
p38 and pA2/44 MAPK pathways. as their inhibition had no
effeet on CXCL8/ML-8 (10 nM) chemotactie activity.

Our data showed that a pretreatment of neutrophils with
Angl or Ang2. even at the highest concentration. did not
promaote their migration in the absence of chemotactic media-
tors but potentated a neutrophil migration response toward
CXCLS/ML-8 (Fig. 5. A and B). These data suggest that neu-
trophil activation by Angl and Ang2 is priming their migration
toward chemotactic mediators such as CXCL8/IL-8. By West-
ern blot analyses. we also observed the capacity of Angl and
Ang2 (o potentiate Akt phosphorylation mediated by a subop-
timal CXCLS/IL-8 concentration. which per se. is insufficient
to increase the hasal level of Akt phosphorylation. Finally, by
using selective PI-3K inihibitors, we observed that the poten-
tiating activity of Angl and Ang2 on CXCL8/1L-8-mediated
nettrophil migration is driven through PI-3K activation.

In a recent study, we observed under an in vitro condition
that Angl and Ang2 can promote a rapid and transient endo-
thelial P-selectin translocation and neutrophil adhesion onto
activated EC. Under in vivo condition. Roviezzo et al. [6]
reported that a s.e. injection of Ang2 in a mouse air pouch
model  promoted  transmigration of circulating  leukocytes.
whereas Angl 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
viva conditions, Angl and Ang2 may have a different capacity
to support a prolonged adhesion of leukocytes onto EC and
subsequently, their transnigration.

In swmmary, we observed that both angiopoletins promote
neutrophil chemotaxis through the activation of a PI-3K path-
wav. In addition. both angiopoietins have the capacity to po-
tentiate CXCL8/IL-8 chemotactic activity on neutrophils.
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