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Résumé frangais

Le VEGF (vascular endothelial growth factor) est un promoteur majeur de
I’angiogenése. Il favorise notamment la survie des cellules endothéliales en induisant
’activation d’un récepteur a activité tyrosine kinase (RTK), le VEGFR2 (vascular
endothelial growth factor receptor), qui entraine par la suite une cascade de signalisation
médiant la prolifération et la migration cellulaire. Notre laboratoire a antérieurement
identifi¢ la protéine adaptatrice Gabl comme médiateur essentiel de la migration
cellulaire et de la formation de capillaires induits par le VEGF. Malgré tout, I’implication
de Gabl dans la réorganisation du cytosquelette induite par le VEGF, étape essentielle de
la migration cellulaire, reste inconnue. Nous avons démontré que la protéine adaptatrice
Gabl est essentielle a la réorganisation du cytosquelette d’actine des cellules
endothéliales en réponse au VEGF. La déplétion de cette protéine entraine la perte des
lamellipodes normalement observées dans les cellules endothéliales suite & une
stimulation au VEGF ainsi qu’une augmentation des fibres de tension dans ces mémes
conditions. L’utilisation d’ARNis ciblant Gabl semble aussi influencer 1’état d’activation
des RhoGTPases Rho et Rac. Finalement, I’expression de Gabl dans les cellules
HEK?293 potentie I’activation de Rac en aval de VEGFR2. L’expression des mutants de
Gabl dans les HEK293 perturbe la cinétique d’activation de Rac. Notre travail identifie
Gabl comme médiateur de la réorganisation du cytosquelette d’actine des cellules

endothéliales en réponse au VEGF.

Mots clés : VEGF, VEGFR2, Gabl, cytosquelette, RhoGTPases, HMVECs, migration.
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Résumé anglais

VEGF (Vascular endothelial growth factor) is a major promoter of angiogenesis. In
particular, VEGF favors endothelial cell survival by the activation of the VEGFR2
(Vascular endothelial growth factor) receptor tyrosine kinase, which induces signaling
events that mediate cell migration and proliferation. Our laboratory has identified the
adaptor protein Gabl as an essential mediator of endothelial cell migration and capillary
formation in response to VEGF. However, the impact of Géilbl on VEGF dependant-
cytoskeletal rearrangement, an essential step of cellular migration, remains unknown. We
have demonstrated that the adaptor protein Gabl is essential for VEGF-induced actin
reorganization in endothelial cells. The silencing of Gabl using small interfering RNAs
impairs the lamellipodial formation normally seen in endothelial cells in response to
VEGF, while enhancing stress fiber formation. Moreover, thersinhibition of Gabl
expression seems to interfere with the activation state of the RhoGTPases Rac and Rho.
Finally, expression of Gabl in HEK293 enhances VEGFR2-dependant Racl activation
whereas expression of Gabl mutants perturb Racl activation kinetics. Our work thus
identifies Gabl as a regulatory component of actin cystokeletal reorganization of

endothelial cells in response to VEGF.

Key words: VEGF, VEGFR2, Gabl, cytoskeleton, RhoGTPases, HMVECs, migration.
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Chapitre 1. INTRODUCTION

1.1 L’angiogenese

1.1.1 Le VEGF est un inducteur de I’angiogenése normale et pathologique

L’angiogenese, le processus de formation de nouveaux vaisseaux sanguins a partir
de ceux préexistants, est hautement régulée chez les organismes multicellulaires (1-3). En
situation normale, elle est associée avec le développement, la réparation des tissus et le
systéme reproducteur féminin (3,4). Lorsqu’il y a perte de régulation, ’angiogenése peut
étre augmentée de maniére excessive et favoriser le développement de certaines
pathologies telles que le psoriasis, les angiomes, 1’arthrite rheumatoide, les rétinopathies
et le cancer (3, 5-7). L’existence de facteurs angiogéniques a initialement été postulée
suite a 1’observation d’une forte néovascularisation induite par la transplantation de
tumeurs (8). Il a été par la suite démontré que les tissus normaux pouvaient étre une
source d’activité¢ angiogénique. Plusieurs molécules ont été impliquées comme
régulateurs positifs de ’angiogenese notamment le FGF (fibroblast growth factor), le
TGF (transforming growth factor), le HGF (hepatocyte growth factor), le VEGF
(vascular endothelial growth factor), le TNF-a (tumor necrosis factor), ’angiogénine,

I’TL-8 (interleukin) et les angiopoiétines.

Le VEGF a été a I’origine identifié comme un facteur de perméabilité vasculaire
nommé VPF secrété par des cellules tumorales (9). Par la suite, il a été découvert que le
VPF était un facteur de croissance spécifique aux cellules endothéliales, d’ou son nom
actuel de VEGF (10). Finalement, le réle fondamental du VEGF dans la vasculogenese
embryonnaire et I’angiogenése s’est confirmé lors d’études d’inactivation allélique (11,

12).



L’expression de VEGF est augmentée rapidement dans les tissus hypoxiques,
fournissant ainsi un mécanisme pour assister la réoxygénation tissulaire en stimulant
I’angiogenése. Ce procédé physiologique est souvent employé par les cellules tumorales
pour promouvoir la formation d’un nouveau réseau vasculaire consacré.é I’alimentation
en oxygéne et nutriments des cellules cancéreuses leur permettant ainsi de proliférer et de
se métastasier. Ainsi, en réponse a la détection d’un gradient de VEGF secrété par la
tumeur, les cellules endothéliales initient la dégradation della membrane basale. Ce
phénomeéne permet aux cellules endothéliales de proliférer et par la suite de migrer vers la
source du stimulus. Finalement, il y a formation de nouveaux capillaires sanguins au site
de la tumeur favorisant la croissance de cette derniére ainsi que le développement des
métastases (Figure 1). A la lumiére de ces connaissances, plusieurs thérapies tumorales
basées sur la neutralisation des activités du VEGF a I’aide d’anticorp$ et de ses récepteurs
a la surface des cellules endothéliales a 1’aide de petites molécules inhibitrices ont été
développées. Malgré tout, une meilleure compréhension de la signalisation induite par
VEGF est importante pour préserver les voies de signalisation essentielles a la survie des

vaisseaux sanguins dans les tissus normaux en contexte thérapeutique.



Cellules Dégradation de la  Prolifération et migration Formation de
endothéliales membrane basale nouveaux capillaires
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Figure 1. Etapes de ’angiogenése tumorale induite par le facteur de croissance VEGF.



1.1.2. Description des facteurs de croissance VEGF et des récepteurs
VEGFR

La famille des VEGF comprend un ensemble de plusieurs génes soit le PIGF
(placenta growth factor), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, svVEGF (snake
venom) et la VEGF-A. Ce demier est principalement associé avec 1’angiogenése tumorale
et indique souvent un mauvais pronostique. Le VEGF-A posséde plus de neuf sous-types
résultant d’un épissage alternatif d’un seul géne. L’isoforme 165, encore une fois, est la
forme qui correle le mieux avec la progression tumorale (13). La régulation de
I’expression du VEGF-A dépend de plusieurs éléments, notamment du niveau d’oxygéne
et de la présence de facteur de croissance. Dans un premier temps, une faible dose
d’oxygéne favorise I’expression de I’ARN messager du VEGF-A via la stabilisation
d’HIFs (hypoxia inducible factors) qui lient spécifiquement des /éléments promoteurs
présents dans la région promotrice du VEGF-A (14). Ce facteur de croissance induit
plusieurs activités biologiques, notamment la survie, la prolifération, la migration et la
perméabilité des cellules endothéliales. Ces activités sont médiées suite a 1’activation de
deux récepteurs spécifiques, soient le VEGFR1 et le VEGFR2, qui sont tous deux

retrouvés a la surface des cellules endothéliales (Figure 2).

YEGF-C

e

HRP-{ (FY;‘E‘TJ#R) \E]G‘F.‘R)J NRP-2
Vasculogenests Lymphangiogenesis -
Anglogenatis

Figure 2. La famille des VEGFRs et leurs ligands spécifiques.



Ces récepteurs font parties de la famille des récepteurs tyrosine kinases (RTKs) et sont
composés d’un domaine extracellulaire contenant 7 domaines immunoglobulines, d’une
région transmembranaire et d’une portion intracellulaire incluant une séquence consensus

tyrosine kinase interrompue par une insertion (15, 16) (Figure 3).

Extracellulaire

h Juxtamembranaire
y
Tyrosine Kinase
e
) Insertion Kinase
iy

Tyrosine Kinase

Extrémité C-Terminale

Figure 3. Représentation de la structure du VEGFR2

Le VEGFR3 est aussi retrouvé dans cette famille sans étre un récepteur pour le VEGF-A
(17). En plus des VEGFRI et 2, le VEGF-A interagit aussi avec des corécepteurs, les
neuropilines. Plusieurs études ont démontré que les VEGFR] et 2 sont essentiels au
niveau du développement ; 1’ablation génétique de VEGFR2 est caractérisée par une
absence de vasculogénese tandis que celle de VEGFRI entraine une croissance excessive
des cellules endothéliales (18-21). L hyperprolifération de ces cellules ne semble pas étre
médiée via le domaine kinase du VEGFR1 puisque la délétion de ce dernier n’entraine
aucun impact sur le développement. Ainsi, dans le cadre de I’angiogenese, le VEGFRI
servirait de régulateur négatif du VEGFR2 en faisant compétition a ce dernier pour le

ligand, VEGF-A, tandis que le VEGFR2 serait le principal médiateur de la signalisation



des phénomeénes biologiques (prolifération, migration, invasion, survie) des cellules
endothéliales. L activité de ces récepteurs est donc régulée par la disponibilité des ligands

(figure 4).

VEGFR-1 VEGFR-2
Régulation Prolifération
négative Migration
de VEGFR2 Invasion

Survie

Angiogenése

Figure 4. Role et activités biologiques
associées aux deux récepteurs du VEGF-A
dans le contexte d’angiogenése.



1.1.3. Voies de signalisation associées au VEGFR2

L’activation du VEGFR2 résulte d’un changement de conformation, conséquence
de la liaison avec le VEGF, qui entraine I’autophosphorylation de plusieurs sites incluant
la Tyr1054 et la Tyr1059 retrouvées dans la boucle d’activation du domaine kinase, la
Tyr951 et la Tyr996 situées dans 1’insertion du domaine kinase et la Tyr1175 ainsi que la
Tyr1214 localisées dans la queue C-terminale (23-27). Ces sites phosphorylés stimulent
ensuite l’activation d’une cascade de signalisation menant a la promotion de la

prolifération, de la migration et de la survie des cellules endothéliales (Figure 4).

La plupart des effets biologiques du VEGF (I’appellation VEGF est utilisée pour
signifier VEGF-A) ont été associés a la stimulation du VEGFR2. Notamment, la
croissance des cellules endothéliales a lieu suite & 1’activation de 14 PLCy et de la voie
des MAPKSs en réponse a une stimulation au VEGF. Les effets de survie du VEGF sur les
cellules endothéliales impliquent I’activation de la voie PI3K-Akt (28). Cette voie est
aussi impliquée dans ’activation de la protéine eNOS, qui est associée au phénomeéne de
perméabilité causé par le VEGF, ainsi que dans !’activation de la protéine kinase FAK
(focal adhesion kinase). De plus, le VEGF induit dans les cellules endothéliales la
phosphorylation des protéines de la famille de Src (29), des protéines adaptatrices Grb2,
Shc, Shb et VRAP/Tsad, de la tyrosine phosphatase SHP2 (29,30) et de la
sérine/thréonine kinase p38 (31-35). Malgré tout, les interactions moléculaires avec
VEGFR2 responsables de ’initiation de certaines chaines de signalisation dont celles
menant a 1’activation de la PI3K demeurent vagues. Dans ce contexte, des études de notre
laboratoire se sont penchées sur I'implication potentielle d’une protéine adaptatrice Gabl
reconnue comme modulateur des voies MAPK et PI3K (36). De méme qu’une récente
publication de notre laboratoire a démontré le rdle critique de Gabl dans la promotion de
la voie PI3K, ERK, de la migration et de la formation de capillaires en réponse au VEGF
37).



1.1.4. Description de la protéine adaptatrice Gabl

L’ ADNc qui code pour la protéine Gabl a été cloné suite a une étude de détection
de protéines phosphorylées liant Grb2 en réponse a I’'EGF (epidermal growth factor) et
’insuline (38). Gabl a aussi ét¢ identifi€é comme médiateur de la morphogenése
épithéliale et la formation de tubules rénaux suite a I’activation du récepteur Met/HGF
(hepatocyte growth factor) (39). L’ablation de la protéine Gabl entraine la létalité au
niveau embryonnaire et cause des défauts majeurs dans le développement du placenta, du
cceeur, de la peau et des muscles (40). D’un point de vue structural, Gabl posséde un
domaine PH (pleckstrin homology) lui permettant d’interagir avec des lipides
membranaires spécifiques, les PIP3 (phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate) dérivés de
’activité de la kinase PI3K. Cette protéine posséde aussi un certain nombre de régions
riches en tyrosines et en prolines qui permettent son interaction avec les domaines SH
(Src Homology) 2 et 3 des molécules de signalisation telles que Grb2, PI3K, PLCy et
SHP2 (Figure 5).

342PRBF>K347 b‘ISPVDBNLKEEZ’B

NSNS

Gab1[[ PH 5-11¢) | v448 va73 || v590 v628 Y660 |

GBS2 &b ¢eest 4 A A
rk > <D

Figure 5. Domaines caractéristiques de la protéine adaptatrice Gab1 et ses principaux
partenaires d’interaction.

Suite a I’activation du récepteur VEGFR2, Gab1 est phosphorylée sur tyrosine et
sert ainsi de molécule d’amarrage pour 1’assemblage de complexes multiprotéiques. Gabl
a été décrit comme un activateur critique des voies PI3K/Akt et SHP2/ERK1/2 dans
plusieurs systemes biologiques et il s’agit d’un important acteur dans plusieurs processus
biologiques induits par les RTKs tels que la survie cellulaire, la différentiation et la
morphogenese (36, 41-43). 1l a été démontré qu’en réponse au HGF, Gabl a la capacité

de médier ’activation d’ERK1/2 et la PI3K et qu’elle est nécessaire a la formation de



tubules par les cellules MDCK (Madin-Darby canine kidney) cultivées dans des gels de
collagéne (44-46). De plus, il a été démontré que Gabl était impliquée dans la médiation
d’événements biologiques et biochimiques induits par le VEGF via son association avec
le récepteur VEGFR2 dans les cellules endothéliales (37). En effet, Gabl promouvoit
I’activation optimale des voies de signalisation essentielles a la réponse angiogéniques
des cellules endothéliales (PLC7y, ERK1/2, Src et Akt). De plus, notre laboratoire a
démontré son importance dans la médiation de la migration des cellules endothéliales en
réponse au VEGF, une étape cruciale dans le processus de I’angiogenése. La
surexpression de Gabl potentialise la migration in vitro des cellules BAE dans les
chambres de Boyden en réponse au VEGF ainsi qu’en réponse au HGF. D’autre part,
I’inhibition spécifique de I’expression Gabl via I’utilisation d’ARNi bloque la migration
induite par le VEGF dans I’essai de la chambre de Boyden ainsi que dans le contexte
d’égratignure des cellules HMVEC (human microvascular endothelial cells). De plus, la
protéine adaptatrice Gab1, dont le domaine de liaison a la protéine SHP2 ou PI3K ont été
respectivement supprimés, inhibe la migration in vitro des cellules BAE en réponsé au
VEGF comparativement a la protéine sauvage, démontrant le réle crucial de ces 2
protéines associées. PI3K et SHP2 étant impliqués dans !’activation des voies Akt et
MAPK, nos résultats suggerent que Gabl médie la migration des cellules endothéliales

en réponse au VEGF principalement via I’activation de ces deux voies.
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1.2 La migration cellulaire

1.2.1. Description des étapes de la migration cellulaire

Dans les organismes multicellulaires, la migration cellulaire est essentielle au
développement normal et est requise pour répondre aux dommages tissulaires et aux
infections tout au long de la période d’une vie. La migration cellulaire est aussi présente
dans les maladies chroniques humaines telles que le cancer, 1’arthériosclérose et dans les
maladies inflammatoires chroniques telle I’arthrite rheumatoide. Ainsi, la prévention de
la migration de certains types cellulaires pourrait inhiber de fagon significative la
progression de ces maladies. La migration cellulaire est un phénoméne qui peut étre
décomposé en cinq grandes étapes dont la plupart sont régulées par un membre
spécifique de la grande famille des RhoGTPases (Figure 6) (47)/. La premiére étape
consiste en la formation de petites protrusions cellulaires (filopodes). Ces protrusions
permettent a la cellule de « sentir» son environnement, ce qui lui donne ensuite la
possibilité de définir la direction de son mouvement. Cette étape est généralement régulée
par la RhoGTPase Cdc42. Ensuite, une fois la direction du mouvement établie, il y a
formation d’un nouveau type de protrusions cellulaires, les lamellipodes, dans
I’orientation choisie. Cette étape est régulée par la RhoGTPase Rac. En troisieme lieu, il
y a formation de nouveaux points d’attachement entre le sommet de la protrusion et la
matrice extracellulaire. Cette étape, contrairement aux autres, n’est pas régulée par une
RhoGTPase spécifique mais plutdt par des effecteurs activés par ces petites molécules,
Quatriemement, il y aura contraction de la cellule via la formation de fibres de tension
sous le contrdle de la RhoGTPase Rho. Finalement, avant le déplacement complet, il y a
dissolution des points d’attachement situés a I’arriére de la cellule et rétraction de la
queue cellulaire vers le nouveau point d’attachement grice aux cables formés a 1’étape
précédente. Cette étape n’est pas régulée par une RhoGTPase spécifique mais par
plusieurs effecteurs tels que PAK, PIX, paxillin, FAK, Src et la famille de protéines GIT.
Jusqu’a maintenant le comportement migratoire d’une cellule semble dépendre de la
balance entre Rho et Rac. Etant donné que la force d’attachement de la cellule a la

matrice extracellulaire corréle avec une activité de Rho élevée (48) et que Rac induit le

’
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renouvellement des points d’adhésions focales directement par ’activation de PAK (49)
et indirectement en bloquant 1’activation de Rho (50), I’inhibition de la migration pourrait

résulter d’un trop fort attachement de la cellule & la matrice pouvant étre causé par un
déficit de la balance Rho/Rac.

| 1. Direction du mouvement (Cdc42)|

ot

e

™ -
\-— ——

2. Formation de
lamellipodes (Rac)

3. Nouvelles adhésions avec

4
|
|
b =
|
!
| le substrat (adhésions focales)

5. Dissolution des anciens points
d’adhésion et rétraction de la
queue cellulaire

Figure 6. Description des étapes clés de la migration cellulaire
Tirée de : www.ircm.qc.ca/Nathalie Lamarche.
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1.2.2. Régulation des RhoGTPases

Les RhoGTPases sont régulées par trois familles de protéines, soit les GEFs
(guanine nucleotide exchange factor), les GAPs (GTPase activating protein) et les GDIs
(Rho guanine nucleotide dissociation inhibitors) et, jusqu'a présent, plus de 85 GEFs et
70 GAPs ont été répertoriées (51). De fagon générale, les RhoGTPases se retrouvent sous
deux formes : sous forme active quand elles sont liées au GTP, ou sous forme inactive
lorsque liées au GDP (Figure 7). D’une part, les GEFs interagissent avec la forme
inactive et catalysent la dissociation du GDP, ce qui permet la liaison du GTP. Cette
interaction peut par contre étre inhibée si la RhoGTPase, dans son état inactif, est liée a
un GDI (52). Spécifiquement, les GDIs contrdlent le partitionnement des GTPases entre
le cytosol et les compartiments membranaires (53). La liaison au GTP induit un
changement structural de la GTPase ce qui lui permet d’interagir’avec des protéines
effectrices situées en aval. Dans plusieurs cas, la liaison du GTP & la GTPase cause la
dissociation de la GEF, ce qui lui permet de promouvoir I’échange du phosphate GDP-
GTP sur plusieurs RhoGTPases (54).

A Popposé, les GAPs permettent aux GTPases de revenir sous leurs formes
inactives car elles stimulent I’activit¢ GTPase intrinséque des RhoGTPases, ce qui
entraine 1’hydrolyse d’un phosphate et donc la transformation du GTP en GDP (55, 56).
Généralement, une dérégulation de 1’état d’activation des RhoGTPases est plus souvent

associée a I’activation d’une GEF plutot qu’a I’inactivation d’une GAP.



Inactif Actif

\ GAP/

Réponse
biologique

Figure 7 : Mécanisme de régulation des RhoGTPases assurant une réponse
biologique adéquate
Tirée de : forum.crbm.cnrs.fr/~debant/pics/GEF gi

13
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1.2.3. Régulation des GEFs et des GAPs

A leur tour, les GEFS et les GAPs sont elles aussi régulées. Il existe aujourd’hui
deux familles de GEFs, soit la famille Dbl qui est la mieux caractérisée, et la famille
Zizimin-1/DOCK180. Les GEFs de la famille Dbl possedent un domaine PH et un
domaine DH (Dbl homology) médiant D’activité GEF, ainsi que plusieurs domaines
fonctionnels ou d’interaction protéiques servant d’échafaudage en facilitant la connexion
des GTPases actives avec leurs effecteurs (56-58). Le domaine PH est essentiel au
recrutement des GEFs aux zones membranaires riches en PIP3,'résultat de I’activation de
la PI3K, ou elles vont étre en mesure d’interagir avec leur substrat (GTPase). La présence

des phospholipides membranaires représente donc une forme de régulation des GEFs.

Un autre mécanisme de régulation est la phosphorylation sur tyrosine en réponse a
différents facteurs solubles. Ce mécanisme a été observé poﬂr plusieurs GEFs,
notamment pour Vav2. Cette protéine posseéde plusieurs substrats (Rac et Rho) et peut
étre phosphorylée sur tyrosine de fagon intégrine dépendahte. Par contre, il semblerait
que ces sites de phosphorylation réguleraient de fagon différentielle (activation ou

répression) son statut (59,60).

Une autre famille de GEF contenant 11 membres, soit les DOCK, a aussi été
caractérisée. Les membres de cette famille possédent non pas les domaines PH et DH
mais plutét des domaines CZHI/DHRI1 (conserved zizimin homology domain/DOCK
homology region) et CZH2/DHR2. Le domaine CZH2/DHR2 est I’'unité fonctionnelle car
elle catalyse D’activité d’échange de nucléotide des substrats GTPases (61,62).
Contrairement a la famille Dbl, dont les membres ne sont pas retrouvés chez les plantes,
les membres de Zizimin-1/DOCK180 sont retrouvés chez les champignons, les plantes et
les animaux (65,64). Trois membres de cette famille, DOCK 180, DOCK2 et 3, ont la
capacité d’activer Rac dans un contexte de régulation d’adhésion cellulaire, d’étalement,
de migration et de phagocytose (63-65). De plus, la protéine DOCKI180 présente aussi
une activité GEF ciblant Cdc42 (54).

Les GAPs sont aussi régulées via plusieurs mécanismes: les interactions

protéiques, la phosphorylation et la translocation membranaire. Elles ont la spécificité de
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pouvoir induire ’activité GTPase intrinséque des RhoGTPases. P190 RhoGap est jusqu'a
présent la GAP la mieux connue. Cette GAP a une expression ubiquitaire et est composée
d’un domaine de liaison au GTP en N-terminal, d’un domaine central similaire aux
récepteurs glucocorticoides et d’'un domaine GAP en C-terminus (66). Elle serait activée
par phosphorylation ce qui lui permettrait d’inactiver RhoA suite & 1’adhésion de la
cellule a la matrice (67,68). Une autre forme de régulation lui est aussi attribuée ; la
présence de lipides tels que les phosphatidylsérines et les phosphatidylinositols a la

membrane semblerait dicter sa spécificité vers Rac ou Rho (69).
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1.3 Cascades de signalisations associées a la migration des
cellules endothéliales en réponse au VEGF

Comme mentionné précédemment, le VEGF est un important inducteur de la
migration des cellules endothéliales. Malgré tout, peu de voies de signalisation menant a
’activation des Rho GTPases en aval de ce facteur de croissance sont connues. L’effet
des RhoGTPases Rho, Rac et Cdc42 a été étudié quant a leur capacité a induire une
réorganisation de !’actine ainsi que la migration en réponse au VEGF. Jusqu’a présent,
Racl a été associée a plusieurs phénomeénes soit la régulation de 1’expression génique, la
progression du cycle cellulaire et le réarrangement du cytosquelette d’actine (70). De
plus, il a été démontré que Racl est essentielle a I’induction de la ;nigration en réponse
au VEGF contrairement aux autres GTPases. Egalement, une étude rapporte que Rac
serait activée en amont d’Akt (71), ce qui suggére un mécanisme d’activation
indépendant des lipides PIP3 (activation de la PI3K). La formation de fibres de tension et
la migration des cellules endothéliales en réponse au VEGF serait par ailleurs le résultat
de deux mécanismes indépendants: le premier impliquerait 1’activation de Cdc42 et
entrainerait 1’activation de p38/SAPK (stress activated protein kinase) 2. P38
phosphorylerait ensuite HSP (Heat shock protein) 27, un facteur de polymeérisation
d’actine, le tout résultant en un remodelage de 1’actine en fibres de tension (72). Le
deuxieme impliquerait la phosphorylation de FAK (focal adhésion kinase), un substrat de
RhoA impliqué dans 1’assemblage de nouveaux points d’adhésion, de maniere HSP90
dépendante (72). Similaire a 1’étude précédente, une autre publication du méme groupe
rapporte ’implication de p38 dans I’induction de la migration des cellules endothéliales
en réponse au VEGF. En complément, elle a démontré que la protéine HSP27 est
phosphorylée par la MAPKAP 2/MK2 (mitogen-activated protein kinase kinase activated
protein kinase 2), une cible de la p38 (73). Un autre groupe de recherche rapporte aussi la
présence d’un mécanisme complémentaire impliquant ’activation de la LIMK1 (ZIM
kinasel), une cible de la MK2, entrainant aussi la phosphorylation et donc 1’activation de
la cofilin, le tout menant également a la formation de fibres de tension et la migration

cellulaire (74)
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Une autre protéine s’est avérée importante dans la migration induite par le VEGF:
WAVE2 (Wasp-Wiskott-Aldrich  syndrome protein family Verprolin-homologous
protein). Cette protéine est un substrat de Rac et est essentielle a la polymérisation
d’actine et par conséquent a la formation de lamellipodes. Il a été rapporté que les
cellules endothéliales déficientes en WAVE2 étaient incapables de former des
lamellipodes dans la direction du mouvement cellulaire et qu’elles ne s’organisaient pas
en capillaires, un indice important pointant un dysfonctionnement dans la migration.

L’absence de WAVE 2 n’affecte cependant pas la polarisation des cellules. (75)

A nouveau, une autre GTPase faisant cette fois-ci partie de la grande famille des
RasGTPases, est également requise dans I’induction de la migration des cellules
endothéliales induite par le VEGF. En effet, un mutant de ARF6 semble bloquer ce
phénoméne en chambre de Boyden. Quoique le mécanisme men;mt a cet effet reste
méconnu, ARF6 semblerait €tre impliqué dans 1’activation de Rac de fagcon VEGF

dépendante ainsi qu’a la phosphorylation maximale du VEGFR2 (76).

Une autre famille de protéines, les SFKs (Src family kinases), est essentielle a la
migration des cellules endothéliales en réponse au VEGF. L’inhibition de 1’expression de
Yes via la transfection d’ARNi bloque de fagon significative la migration, contrairement
a la déplétion de Fyn qui semble la promouvoir. Finalement, 1’inhibition des trois kinases

(Src, Fyn et Yes) altére considérablement ce phénomeéne (77).

Pour terminer, une molécule initialement impliquée dans la guidance axonale a
¢été associée a la migration des cellules endothéliales comme régulateur négatif. Cette
étude suggere que la sémaphorine4 réprime la migration des cellules endothéliales induite

par le VEGF via la régulation négative de Rac (78).
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1.4. Hypothése de travail

Etant donné le rdle critique joué par les RhoGTPases dans la régulation de la
migration des cellules endothéliales en réponse au VEGF, nous avons postulé que la
protéine adaptatrice Gabl pourrait étre impliquée dans la médiation de la réorganisation
du cytosquelette d’actine et I’activation des RhoGTPases. Par cette étude, nous
démontrons qu’une inhibition de Gabl vient perturber les changements du cytosquelette
induits par le VEGF. De plus, nous proposons que ces effets observés pourraient étre le
résultat d’'une dérégulation de la RhoGTPase Racl qui a été préalablement démontrée
comme étant activée par le VEGF. De fagon consistante avec ces observations, nos
résultats démontrent un réle critique de Gabl dans le phénoméne d’activation des
RhoGTPases ainsi que de la réorganisation du cytosquelette d’ac/tine dépendants du
VEGF dans les cellules endothéliales
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Chapitre 2. Matériel et méthodes

Anticorps et Réactifs

Les anticorps reconnaissants Gabl et Myc ont été obtenus d’Upstate/GE Healthcare.
L’anti-phosphotyrosine PY99, VEGFR2 (clone A3 pour I’immunodétection) et RhoA ont
été achetés chez Santa Cruz Biotechnology, Inc. L’anticorps HA a été obtenu de BAbco.
L’anticorps Racl provient de chez BD Transduction Laboratories. Les anticorps Vav2 et
DOCK180 proviennent respectivement des laboratoires du Dr. Sarita Sasty (Sealy Center
for Cancer Cell Biology, University of Texas, Galveston) et du Dr. Jean-Frangois Coté
(IRCM, Montréal). L’anti-lapin et 1’anti-souris conjugués a la horseradish peroxidase
(HRP) proviennent de chez Cell Signaling Technology Inc. Le VEGF et le CSF ont été
achetés chez R&D Systems. /

Culture Cellulaire _

Les cellules endothéliales microvasculaires humaines (HMVEC) (passages 3-7;
Clonetics/Cambrex) ont été cultivées dans du EBM-2 complété avec 5% de sérum fétal
bovin (FBS), EGF, VEGF, FGF, héparine, IGF-1, hydrocortisone et acide ascorbique
(EGM-2-MV bullet kit ; Clonetics/Cambrex). Les cellules HEK 293 ont été cultivées
dans du DMEM high glucose (Invitrogen) contenant 10% de FBS (Invitrogen) et 50
pg/ml de gentamycine.

Vecteurs d’expression

Les vecteurs encodant le cDNA sauvage de souris Gabl marqué de 1’épitope HA (dans le
plasmide pCDNA 1.1) ainsi que les mutants HA-Gabl1API3K (Y448F/Y473F/Y590F)
(gracieuset¢é du Dr. Morag Park, McGill University, Montréal, Canada) et
HAGablASHP2 (Y628F/Y660F) ont été décrits précédemment (44,37,79). Le vecteur
encodant le récepteur chimérique CSF-VEGFR2 (dans le plasmide pShuttle-CMV) a été
généré au laboratoire tel que décrit (44) et les vecteurs pRK5-MycRacV12 et pRKS5-
MycRacG12 ont été obtenus du Dr. Nathalie Lamarche-Vane (McGill University).
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Transfection d’ADN, stimulation et lyse cellulaire _

Les cellules HEK293 (9x10° & 1x10°%) ont été ensemencées et transfectées 24h plus tard
avec 10 ug de CSF-VEGFR2 et 5 ug de vecteur vide (pcDNA1.1) ou de HAGabl1 de type
sauvage ou muté en utilisant la méthode de précipitation a I’aide du calcium phosphate.
Les cellules ont été cultivées en absence de sérum le lendemain pour environ 16h. Les
cellules ont ensuite été incubées avec du CSF (50ng/ml) a 37°C pour les temps indiqués
puis lavées avec du PBS contenant 1mM de sodium vanadate (Nav). Les cellules ont été
par la suite lysées dans 500 ul de solution contenant 50 mM HEPES, 150 mM NaCl, 10%
(v/v) glycérol, 0.5% (v/v) Triton X-100, 0.5% (v/v) ’Nonidet P40, 1 mM
phénylméthylsulfonyl fluoride, 1 mM sodium vanadate, 5 mM fluorure de sodium, 10
pg/ml aprotinine et 10 pg/ml leupeptine (Roche Applied Science).

Transfection d’ARNi /

Les HMVECs (6.1 x 10°) ont été ensemencées dans des plats de 60 mm le jour précédent
la transfection. Une combinaison de 4 oligos contréles non spécifiques et 4 oligos
ciblants Gabl (Smart Pools) ont été achetés chez Upstate/Dharmacon. Les transfections
d’ARNi (200 nM de concentration finale) ont été effectuées dans du DMEM high glucose
a l’aide des réactifs Targefect selon les recommandations du manufacturier (Targeting
Systems Inc). Aprés 2h d’incubation, les cellules ont été rincées deux fois au PBS et
ensuite incubées dans du milieu complet EBM-2 (complémenté avec le bullet kit EGM-2-
MYV) pour 48h. Ensuite, les cellules ont été sevrées dans du milieu EBM pendant 4hrs et

utilisées pour des analyses biochimiques ou soumises a des essais d’ELISA.

Immunobuvardage de type Western

Les protéines précipitées ou les extraits protéiques totaux (40-50 pg) ont été séparés par
SDS-PAGE et transférés sur des membranes de nitocellulose Hybond ECL (Amersham
Biosciences). Les membranes ont été bloquées dans une solution de 3% (p/v) d’albumine
de sérum bovin (BSA) dans du TBST (10 mM Tris-HCL pH 7.4, 2.5 mM EDTA, 150
mM NaCl, 0.1% Tween 20) pour 1h (ou selon les spécificités recommandées pour chaque
anticorps). Les protéines ont été détectées par immunobuvardage de type Western avec

les anticorps primaires appropriés et les anticorps secondaires correspondants conjugués a
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la HRP en utilisant la solution de détection ECL ou Lumilightplus selon les
recommandations du manufacturier (Amersham Biosciences ou Roche Applied Science

respectivement),

Immunofluorescence

Les HMVECs ont été transfectées avec des ARNi comme décrit ci-haut. Les cellules (7.5
x 10) ont été ensemencées sur des lamelles recouvertes de gélatine 24h post transfection.
Le lendemain, les cellules ont été sevrées dans du milieu EBM, 4h avant la stimulation au
VEGF (10 ng/ml). Les cellules ont été par la suite fixées dans la formaldéhyde 3.7%
(diluée dans du PBS 1x) pendant 10 min et perméabilisées dans 0.05% triton X-100/PBS
1x pendant 15 min. Elles ont ensuite été incubées pendant 30 min avec de la phalloidine
(1 :150) conjuguée au fluorochrome Alexa Fluor 546 (Molecular Probes, Invitrogen) pour
la détection des filaments d’actine ou pendant 1 heure avec I’anti€orps ciblant Vav2,
DOCKI180 ou Racl (1 :150). Les lamelles servant a la détection de filaments d’actine ont
ensuite été lavées et montées a 1’aide du réactif Prolong antifade contenant du 4’, 6-
diamidino-2-phenylindole (Molecular Probes), tandis que les autres ont été incubées
pendant 30 minutes avec 1’anticorps secondaire couplé au fluorochrome Alexa 488 pour
DOCK180 et Vav2 ou Cy3 (1:1000) pour Racl avant d’étre aussi fixées et montées. Les
cellules ont été photographiées avec une caméra Olympus Q-Color CCD reliée au logiciel

QCapture imaging system via un microscope Olympus BX51.

Préparation de protéines de fusion GST-CRIB

Le domaine de la protéine PAK liant la GTPase Rac sous sa forme active (domaine
CRIB) a été produit sous forme de protéine fusionnée a la GST dans la bactérie
Escherichia coli. Les cellules transformées ont été cultivées pendant environs 3h30
jusqu'a ’obtention d’une DOggo de 0.5. Ensuite, les cellules ont été incubées pendant 3
heures a 37°C avec 0.1 mM d’isopropyl B-D-thiogalactopyranoside. Les cellules ont été
lavées et resuspendues dans une solution de 100 mM Tris pH8, 100 mM NaCl et ImM
EDTA et soniquées. Aprés la sonication, les lysats ont été clarifiés par centrifugation et
des aliquots de 500 ul de surnageant ont aussitot été congelés sur glace seéche et rangés a -

80°C. L’équivalent de 15ug de GST-CRIB a ensuite été¢ couplé a 30 pul de billes de
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sépharose couplées au glutathion a 4°C pour chaque échantillon de cellules a étre testé.
Apres 30 min, les billes ont été lavées trois fois avec du tampon de lyse (50 mM HEPES,
150 mM NaCl, 10% (v/v) glycérol, 0.5% (v/v) Triton X-100, 0.5% (v/v) Nonidet P-40, 1
mM phénylméthylsulfonyl fluoride, 1 mM sodium vanadate, 5 mM fluorure de sodium,

10 pug/ml aprotinine et 10 pg/ml leupeptine) et utilisées pour I’essai d’activation de Racl.

Essai d’activation de la GTPase Racl

Quarante heures apres la transfection, les cellules HEK293 ont été stimulées puis lavées a
I’aide de PBS/Nav 1mM froid et lysées dans du tampon de lysie froid (50 mM HEPES,
150 mM NacCl, 10% (v/v) glycérol, 0.5% (v/v) Triton X-100, 0.5% (v/v) Nonidet P-40, 1
mM phénylméthylsulfonyl fluoride, 1 mM sodium vanadate, 5 mM fluorure de sodium,
10 pg/ml aprotinine et 10 pg/ml leupeptine). Les lysats ont été clarifiés par centrifugation
et 0.8-1.1 mg de protéines ont été incubées pendant 45 min a 4°C aveg 15 ug de protéines
de fusion GST-PAK CRIB couplées a des billes GST-sépharose (GE Healthcare,
Uppsala, Sweden) dans deux volumes de tampon de liaison (25 mM Hépes pH 7.5, 30
mM MgCl2, 40 mM NaCl, 0.5% NP-40, iImM DTT, 1 mM phénylméthylsulfonyl
fluoride, 1 mM sodium vanadate, 5 mM fluorure de sodium, 10 pg/ml aprotinine et 10
pg/ml leupeptine). Les échantillons ont été lavés 3 fois dans du tampon de liaison,
dénaturés avec du tampon Laemmli 1x (250 mM Tris/HCL pH6.8, 40% glycérol, 8%
SDS, 100 mM DTT, 0.4% bleu de bromophénol) et immunodétectés a 1’aide de
I’anticorps monoclonal détectant Racl (BD Transduction laboratories). Les lysats totaux
ont aussi ét¢ immunoblottés pour Racl ainsi que pour VEGFR2 et HAGabl afin de

déterminer leur niveau d’expression.

Essai d’activation des GTPases via la méthode d’ELISA

Les cellules HMVECs ont été traitées avec des ARNis CTL et ciblant Gabl tel que décrit
précédemment. Deux jours plus tard, les cellules ont été sevrées pendant 4h dans du
milieu EBM avant d’étre stimulées au VEGF (10ng/ml) a différents temps et utilisées
dans un test ELISA proposé¢ sous forme de trousse par la compagnie Cytoskeleton.
Bri¢vement, les cellules ont ensuite été rincées avec du PBS/NAV 1mM froid et lysées.

Une quantité égale de protéine a été déposée sur des puits contenant soit le domaine
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CRIB de la protéine PAK (voir ci haut) ou le domaine d’un effecteur reconnaissant
spécifiquement la GTPase RhoA sous sa forme active. Les puits ont été ensuite lavés de
leur contenu en Rac/RhoA inactif avant d’étre incubés avec un anticorps spécifique a
Rac/RhoA. Apres plusieurs lavages, les puits sont finalement incubés avec un anticorps

secondaire approprié et la teneur en RhoGTPase active a été déterminée par absorbance
(490 nm).
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Chapitre 3. Résultats

VEGF induit une redistribution d’actine dans les cellules HMVECs

Le VEGF est reconnu pour sa capacité a induire des changements au niveau du
cytosquelette d’actine. En effet, il induit la formation de lamellipodes dans les cellules
endothéliales (80, 81) a de trés fortes concentrations (50-100 ng/ml). De plus, il a été
associé a la formation de fibres de tension a différents temps dans les cellules HUVECs
et a des concentrations plus faibles (5 ng/ml) (73). Pour investiguer si les effets du VEGF
sur la réorganisation d’actine dans les cellules HMVECs sont similaires a ceux
préalablement observés, elles ont été ensemencées a faible confluence'sur des lamelles de
verre enduites de gélatine, déplétées en sérum pendant 4 h, puis stimulées au VEGF a une
concentration (10 ng/ml) optimale pour leur migration. Elles ont été fixées, et ensuite
’actine a été marquée a 1’aide de phalloidine conjuguée au fluorochrome Alexa 546 et
observée a I’aide d’un microscope a fluorescence. Dans les cellules non stimulées, les
filaments d’actine sont organisés en fibres de tension (Fig. 8). Suite a une stimulation au
VEGEF, on peut observer une réorganisation majeure de 1’actine qui est caractérisée par la
formation de lamellipodes visibles a 5 min et atteignant un maximum a 10 min (Fig. 8 B,
C). Ces lamellipodes disparaissent a 15 et 30 min et laissent place a la formation de fibres
de tension (Fig. 8 D, E). Ces résultats suggérent I’implication du VEGF dans la formation
de lamellipodes et de fibres de tension dans les cellules HMVECs étant donné que des
changements similaires ont été initialement observés pour d’autres types de cellules

endothéliales en présence de ce facteur de croissance.
Gabl médie la réorganisation du cytosquelette induite par le VEGF

Une protéine adaptatrice nommée Gabl a précédemment été identifiée comme

partenaire de liaison a plusieurs RTKSs, notamment aux VEGFR2 et PDGFR (platelet-
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Fig.8. Redistribution de I'actine dans les cellules HMVECs suite a
une stimulation au VEGF. Les HMVECs ont été deplétées en sérum
pour 4h et stimulées aux temps indiqués avec 10 ng/ml de VEGF. Les
cellules ont été fixées avec 3.7% de formaldéhyde, perméabilisées en
présence de triton 0.1% et incubées avec de la phalloidine conjugée a
I‘Alexa Fluor 546 pour marquer les filaments d’actine. Les cellules ont
éte observées avec un microscope a fluorescence Olympus BX51 et
les photos prises avec une caméra Q-Color5 CCD a un grossissement
de 60X. Les résultats sont représentatifs de 3 expériences
indépendantes.
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derived growth factor receptor), deux récepteurs stimulant la migration et la
réorganisation d’actine dans les cellules endothéliales (37, 82). Gabl est une protéine qui
a un impact sur la migration des cellules endothéliales en réponse au VEGF car lorsque
son expression est inhibée, la migration est bloquée. Puisque la migration est associée a la
régulation de la réorganisation d’actine (83), I’implication de Gabl dans la médiation des
changements provoqués par le VEGF sur le cytosquelette d’actine des cellules HMVECs
a été évaluée. Pour ce faire, les cellules ont été traitées avec des ARNI ciblant Gabl et
des ARNi controles (CTL) avant d’étre stimulées au VEGF a une dose (10ng/ml)
induisant un maximum de migration. Les cellules ont ensuite été fixées et marquées a la
phalloidine conjuguée au fluorochrome Alexa 546 permettant la visualisation des
filaments d’actine tel que mentionné précédemment. Les ARNis utilisés sont caractérisés
par une forte efficacité et spécificité 48h aprés la transfection, tel que démontré
précédemment dans le laboratoire (37). Suite & une stimulation au”VEGF, les cellules
traitées avec I’ARNIi contrdles se comportent comme les cellules non traitées. En effet, la
formation de lamellipodes est visible & partir de 5 min et atteint un maximum a 10 min. A
15 et 30 min, le cytosquelette est réorganisé en fibres de tension (Fig. 9 A, C, E, G). Par
contre, les cellules HMVECs déplétées en Gabl sont incapables de former des
lamellipodes en réponse au VEGF et semblent contenir une quantité de fibres de tension
plus importante que celle retrouvée dans les cellules contrdles, méme en absence de
facteur de croissance (Fig. 9 B, D, F, H). Combinés avec les données précédentes, ces
résultats démontrent le rdle critique de Gabl dans la médiation de la réorganisation du

cytosquelette des cellules endothéliales en réponse au VEGF.

Gabl promouvoit l’activation de Racl en réponse au VEGF dans les

cellules HEK293

Tel que démontré, le VEGF induit un réarrangement du cytosquelette d’actine
dans les cellules endothéliales (84). Les HMVECs, dont I’expression de la protéine Gabl
a été bloquée, sont incapables de former les lamellipodes telles qu’observées 10 min
apres stimulation par le VEGF et présentent un niveau de fibres de tension plus élevé

(Fig. 9). La polymérisation et la dépolymérisation du cytosquelette d’actine suite a
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Fig.9. L’atténuation de I'expression de Gab1 dans les HMVECs entraine une
augmentation des fibres de tension et une diminution de la formation de lamellipodes
en réponse au VEGF. A. Les HMVECs préalablement transfectées avec 200 nM d’ARNi
controle (CTL) ou ciblant Gab1 ont été ensemencées sur des lamelles de verre enduites de
geélatine. Les cellules ont éte sevrees le lendemain pour une période de 3h et ensuite
stimulées ou non (A,B) avec 10 ng/ml de VEGF pendant 5 min (C,D), 10 min (E,F), 15 min
(G,H) et 30 min (1,J). Les cellules ont été fixées et 'actine filamenteux a été détecté grace a
la phalloidine couplée a I'Alexa Fluor 546. Les cellules ont été observées a l'aide d'un
microscope a fluorescence Olympus BX51 et les photos prises avec la caméra Olympus Q-
Color5 CCD a un grossissement de 60X. Les résultats sont représentatifs de 3 expériences
indépendantes. B. Les niveaux d'expression de la protéine Gab1 endogéne ont été
déterminé par immunobuvardage de type Western sur 50 ug de lysat cellulaire total.
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I’activation d’un récepteur sont régulées par un des trois membres de la famille des
petites RhoGTPases soit Rho, Rac ou Cdc42. Rac régulé la formation de lamellipodes
tandis que Rho induit la formation de fibres de tension. Pour déterminer si Gab1l médie la
formation de lamellipodes via la régulation de Rac, nous avons tout d’abord évalué si
I’expression de Gabl entraine une augmentation de 1’état d’activation de Rac. Des
cellules HEK293 ont été cotransfectées avec HA-Gabl de type sauvage ou le vecteur
vide en présence d’un vecteur encodant le récepteur chimérique CSF-VEGFR2. Ce
récepteur comprend le’ domaine extracellulaire du CSF-IR fusionné aux domaines
transmembranaire et intracellulaire du VEGFR2 et se comporte comme le VEGFR2
pleine longueur. Plus spécifiquement, les lysats protéiques ont été mis en contact avec
une protéine de fusion composé du domaine CRIB de la protéine PAK (GST-CRIB), une
protéine effectrice qui interagit uniquement qu’avec la protéine Rac sous sa forme active.
Le complexe formé est ensuite purifié a ’aide de billes de sépKarose couplées au
glutathion. Les cellules préalablement transfectées ont été stimulées ou non pour
différents temps au CSF avec une concentration de 50ng/ml, lysées, et une quantité égale
de protéines a été soumise aux essais d’activation de Rac. Comme le démontre la figure
10, les cellules non stimulées présente un niveau basal d’activation de Racl et il est plus
élevé en présence de Gabl. Suite a la stimulation des cellules transfectées avec le vecteur
vide, on note une augmentation maximale de I’activation de Racl a 5 min, puis sa
diminution a 10 et 15 min. A ’opposé, la transfection de Gabl stimule I’activation de
Racl jusqu’a un niveau maximum observé a 15 min. Ces résultats suggerent que Gabl
potentie I’activation de Racl en aval du VEGFR2, et sont en accord avec les
changements dans 1’organisation d’actine préalablement observés dans les cellules
HMVECs. En effet, la formation de lamellipodes est maximale aprés 10 min de
stimulation au VEGF et est inhibée en absence de Gabl (Fig. 9). Mises ensemble, ces
données permettent de proposer que Gabl joue un réle important dans la transmission des

signaux cellulaires du VEGF vers Racl.
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Fig.10. La surexpression de Gab1 entraine une augmentation de
I’activation de Rac1 en réponse au VEGF. A, Les cellules HEK293
ont été ensemencées et transfectées le lendemain avec les
constructions indiquées par la méthode du calcium phosphate. Vingt-
quatre heures plus tard, les cellules ont été sevrées pendant 16h et
stimulées au CSF-1 (50ng/ml). Les lysats totaux des cellules ont été
détectés pour I'expression des protéines CSF-VEGFR2, Gab1
marquées HA et Rac1 endogéne. Dans le panneau supérieur, les
résultats sont obtenus a partir de la précipitation de Rac1 chargé de
GTP a l'aide de billes couplées au domaine CRIB de la protéine PAK,
suivi de 'immunodétection avec I'anticorps anti-Rac1. B, Les lysats
totaux sont détectés pour I'expression des protéines transfectées
Rac1 V12 (constitutif actif) et G12 (sauvage). Le panneau supérieur
illustre la méme expérience que celle représentée par le panneau
supérieur en A. Les résultats sont représentatifs de quatres
expériences indépendantes.
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L’absence de Gabl perturbe ’activation de Rac normalement observée en

réponse au VEGF

Il a récemment été rapporté que suite a sa stimulation, le VEGFR2 induisait
I’activation de Racl dans les cellules endothéliales en favorisant la formation d’un
complexe entre Vav2 et cette RhoGTPase (85). De méme, nous avons rapporté que le
VEGEF induit la formation de lamellipodes dans les cellules endothéliales. De plus, la
formation de ces lamellipodes est atténuée lorsque 1’expression de la protéine adaptatrice
Gabl est inhibée (37) (Fig. 9). Connaissant déja ’impact de Gabl sur 1’activation de
Racl dans les cellules HEK293, I’impact de I’absence de Gabl sur 1’état de cette méme
RhoGTPase a été évalué en soumettant des cellules endothéliales traitées avec des ARNis
ciblant Gabl et stimulées au VEGF a un test ELISA basé sur I’essai d’activation des
RhoGTPases décrit précédemment. Comme le démontre la ﬁgurelll-A, la stimulation
des cellules controles induit une activation maximale de Racl 10 min apres I’ajout du
VEGF. La quantité de protéines Racl actives revient a un niveau presque basal a 20 et 30
min apres stimulation. Cependant, bien que 1’activité basale dans les cellules déplétées en
Gabl soit augmentée a un niveau équivalent au niveau maximal induit par le VEGF dans
les cellules contr6les, nous ne détectons pas d’activation médiée par VEGF dans ces
cellules (Fig. 12). Ces observations sont consistantes avec 1’incapacit¢ démontrée des
cellules déplétées en Gabl a former autant de lamellipodes que les cellules traitées avec
un ARNi contréles en présence de VEGF (Fig. 9). Ces données suggerent donc que
I’expression de la protéine Gab1 est nécessaire pour induire 1’activation optimale de Rac

au temps requis dans les cellules HMVEC:s en réponse au VEGF.

Une réduction de ’expression de Gabl entraine une hausse de l’activation

de Rho dans les cellules endothéliales en réponse au VEGF.

Les HMVECs dont D’expression de Gabl a été inhibée présentent une
augmentation de la quantité de fibres de tension, ce qui suggére une modulation de
I’activité de Rho. Pour étudier I’importance de la protéine Gabl endogeéne dans la

régulation de Rho, les cellules HMVECs ont été transfectées avec un mélange de quatre
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Fig.11. La déplétion de Gab1 altére les niveaux d’activation des
GTPases Rac et Rho dans les cellules HMVECs en réponse au
VEGF. Les cellules HMVECs ont été transfectées pendant 2h avec
un ARNi contréle (CTL) non spécifique ou un ARNi ciblant Gab1
avant d'étre stimulées puis lysées 48h aprés. Les lysats protéiques
des cellules CTL et déplétées en Gab1 ont ensuite été évalués pour
leur contenu en Rac actif (A) et Rho actif (B) en présence de VEGF
pour différents temps par lintermédiaire d'un test ELISA. Les
résultats sont représentatifs de la moyenne de trois expériences
indépendantes pour le panneau A et d'une expérience préliminaire
pour le panneau B.
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Fig.12. L’inhibition de Gab1 n’entraine pas une fluctuation de I’activité de
Rac dans les cellules HMVECs en réponse au VEGF. Les cellules HMVECs
ont été préalablement transfectées pendant 2h avec 200 nM d’ARNi ciblant
Gab1. Deux jours plus tard, les cellules sont sevrées pendant 4h avant d'étre
stimulées au VEGF et soumises au test d’ELISA rapportant la capacité de ces
cellules a activer Rac. Les résultats sont représentatifs de la moyenne de trois
expériences indépendantes.
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ARNis spécifiques a Gabl ou des ARNis contrdles. L’état d’activation de Rho des
cellules déplétées en Gabl a été évalué 48h plus tard utilisant 4 nouveau la méthode
Elisa. Suite 4 la stimulation au VEGF, il y a une modeste augmentation de la quantité de
Rho actif dans les cellules contrdles, ce qui correspond en terme de réorganisation
d’actine a I’induction de la formation de fibres de tension qui est observée aux mémes
temps de stimulation (Figs. 8 et 9). Les cellules dont I’expression de Gab1 a été inhibée

présentent également une activation de la protéine Rho, mais plus importante que celle
détectée dans les cellules contrdles dans les mémes conditions, surtout 30 min apres
stimulation (Fig. 11-B). Ces données convergent avec les observations précédentes,
rapportant une prédominance en fibres de tension dans les cellules déplétées en Gabl
bien que ce phénotype semble en partie indépendant du VEGEF. Ces résultats, ainsi que
ceux illustrés par la figure 11, suggeérent donc I’importance de la protéine Gabl endogene
dans la régulation et la médiation de 1’état d’activation de deux RhoGTPases importantes

dans la migration des cellules endothéliales en réponse au VEGF.

La translocation de Racl vers la membrane en réponse au VEGF est

atténuee en absence de Gabl

Plusieurs activités biologiques sont régulées par les RhoGTPases. Notamment,
Rac a été associé avec la migration et la perméabilité cellulaire ainsi qu’a plusieurs autres
phénomeénes (86). La perméabilité est souvent associée avec I’angiogenése tumorale ; les
cellules endothéliales qui ne forment pas de jonctions cellulaires étanches vont avoir
tendance a laisser passer les cellules métastatiques versla circulation sanguine plus
facilement. Lors de la migration, Rac activé est responsable de la formation des
lamellipodes a 1’endroit guidant la direction du mouvement de la cellule. Rac est alors
localisé a 1a membrane. Concernant la perméabilité, Rac est aussi retrouvé aux jonctions
cellulaires/membrane ou son activité serait associée avec la formation de jonctions et
donc modulerait la capacit¢ de ces derniéres a laisser diffuser un substrat. Pour
déterminer I’impact du VEGF sur la localisation de Racl dans les cellules endothéliales
et I’influence de Gabl sur cette localisation, des cellules HMVECs ont €té traitées avec

des ARNis contrdles et des ARNis ciblant Gabl avant d’étre stimulées au VEGF et fixées



34

a la formaldéhyde permettant ainsi le marquage de Racl. Tel qu’illustré a la figure 13, les
cellules endothéliales présentent un niveau basal de Racl localisé au niveau des jonctions
cellulaires et dans I’espace périnucléaire. Suite & une stimulation de 10 et 15 min au
VEGF, la présence de Racl aux jonctions est intensifiée et apparait également au niveau
des lamellipodes. Au contraire, les cellules dont I’expression de Gabl a été inhibée ne
présentent pas cette fluctuation. En effet, comme observé dans les cellules traitées avec
un ARNi contrdles, il est possible de retrouver du Racl aux jonctions cellulaires des
cellules traitées avec 1’ARNi ciblant Gab1 non stimulées. Par contre, cette localisation est
faible et ne semble ni s’intensifier ni diminuer en réponse au VEGF. Ces résultats
semblent correspondre a ceux observés précédemment qui démontrent une augmentation
de ’activation de Rac en réponse au VEGF (Fig. 12-A), phénomeéne qui n’est pas observé
dans les cellules traitées avec 1’ARNi ciblant Gabl ; le niveau d’activation de Racl ne
semble pas étre affecté par la stimulation. L’ensemble de ces résultat§ suggére que Gabl
participe a I’activation et a la localisation de Racl dans les lamellipodes en réponse au
VEGF.

La localisation de Vav2 a la membrane n’est pas régulée par Gabl

L’activité catalytique de Vav2 est régulée de plusieurs fagons, notamment par son
domaine PH qui a la capacité de lier les lipides membranaires PIP2 et PIP3 (60) ainsi que
par sa phosphorylation induite notamment par des tyrosines kinases de la famille de Src
(85). Une fois a la membrane, les GEFs rencontrent leurs substrats (RhoGTPases) et sont
alors en mesure de promouvoir I’échange GDP-GTP et par conséquent, d’induire leur
activation. Lorsque les GEFs sont localisées au cytosol, elles sont considérées comme
inactives étant donné qu’elles sont localisées & un endroit qui différe de celui ou sont
retrouvés leurs substrats. Puisque Gab1 est un médiateur de la voie PI3K- Akt en réponse
au VEGF et qu’il affecte 1égérement le niveau d’activation de Src (37), nous avons
postulé que la déplétion de Gabl pourrait entrainer la diminution de I’activation et du
recrutement d’une GEF. De plus, connaissant 1’influence du VEGF sur [’activation de
Racl et sachant que Vav2 est connu comme activateur de cette demiére (87), la

participation de cette GEF dans la cascade de signalisation située en aval du VEGFR2
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Fig.13. La relocalisation de Rac1 a la membrane est atténuée en
absence de Gab1. Les cellules HMVECs ont été transfectées
pendant 2h avec 200 nM d’ARNi contréle (CTL) non spécifique ou
200nM d’ARNi ciblant Gab1. Le lendemain de la transfection, les
cellules sont ensemencées sur des lamelles de verre enduites de
gélatine. Vingt-quatre heures apres, les cellules sont stimulées au
VEGF avant d’étre fixées et marquées pour la localisation de Rac1.
Les cellules sont observées a I'aide d’'un microscope a fluorescence
Olympus BX51 et les photos sont prises avec une caméra Olympus
Q-Color5 CCD. Les résulltats sont représentatifs de deux expériences
indépendantes.
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dans les cellules déplétées en Gabl a été questionnée. Comme observé a la figure 14,
Vav2 présente initialement un patron de localisation cytosolique qui laisse présumer que
cette GEF n’est pas a proximité de ses substrats, et donc qu’ils ne sont pas activés, et ce
en présence ou non de Gabl. Ensuite, une modeste proportion de Vav2, dans les deux
types de cellules, semble se localiser a la membrane suite & une stimulation de 10 minutes
au VEGF, ce qui indiquerait un rapprochement de cette GEF avec ses substrats et donc
une activation possible de Racl. Cette observation corréle avec I'induction au méme
moment de lamellipodes dans les cellules contréles. Finalement, un patron cytosolique
est recouvré au bout de 15 minutes de stimulation. Cependant, nous notons qu’en absence
de Gabl, un patron ponctuel de Vav2, similaire a celui connu pour les points d’adhésions
focales est majoritairement observé. Ces résultats montrent que Gabl n’interfére pas avec
le patron de localisation de Vav2 a la membrane des cellules endothéliales stimulées au
VEGF. De plus, la phosphorylation de cette GEF n’est pas bloquée €n absence de Gabl,
mais plutdt légérement augmentée, ce qui suggere que Gabl n’est pas un médiateur de
’activation de Vav2 et que son absence pourrait méme la promouvoir (Laboratoire I.

Royal, résultat non publié).

Gabl promouvoit la présence de DOCKI180 a la membrane des lamellipodes

observées dans les cellules endothéliales suite a une stimulation au VEGF

I1 a déja été rapporté que la capacité de Gabl a induire des lamelles nécessitait sa
liaison avec la protéine adaptatrice Crk, qui a aussi été récemment reconnue comme
partenaire de liaison d’une GEF spécifique 3 Rac, DOCK 180 (88,62). Etant donné que
Vav2 ne semble pas étre impliquée en aval de Gabl dans les cellules endothéliales
stimulées par le VEGF, le role potentiel de DOCK 180 dans ce méme contexte a été
étudié. Comme mentionné précédemment, DOCK180 ne fait pas partie de la méme
famille que Vav2. En effet, cette GEF ne posséde pas de domaine PH. Malgré tout, son
activation correle avec sa localisation membranaire dépendante de la PI3K. Nous avons
donc évalué la localisation de DOCK180 dans les cellules controles et déplétées en Gabl
suite & une stimulation au VEGF. Les cellules HMVECs ont été ensemencées,

transfectées avec les ARNis et stimulées deux jours plus tard au VEGF (10ng/ml) pour en
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Fig.14. La déplétion de Gab1 dans les cellules endothéliales
promouvoit la localisation cytosolique de Vav2. Les cellules
HMVECs ont été transfectées pendant 2h avec un ARNi contréle
(CTL) non spécifique ou un ARNi ciblant Gab1. Le lendemain de la
transfection, les cellules sont ensemencées sur des lamelles de verre
enduites de gélatine. Vingt-quatres heures plus tard, les cellules sont
stimulées au VEGF (10ng/ml) avant d’'étre fixées et marquées pour la
localisation de Vav2. Les cellules sont observées a l'aide d’un
microscope a fluorescence Olympus BX51 et les photos sont prises
avec une caméra Olympus Q-Colord CCD. Les résulltats sont
représentatifs de trois expériences indépendantes.
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visualiser la localisation. Tel qu’observeé a la figure 15, DOCK180 est principalement
localisée au noyau et dans I’espace périnucléaire des cellules HMVECs contréles non
stimulées. Suite & une stimulation au VEGF, DOCKI180 semble transloquer a la
membrane des lamellipodes des HMVECs, d’une fagon similaire & ce qui a déja été
rapporté¢ dans d’autres systemes (89). A I’opposé, DOCK 180 n’est pas retrouvé a la
membrane des cellules HMVECs dont ’expression de Gabl a été inhibée. Ces résultats
corrélent avec ceux qui démontrent qu’en absence de Gabl, la formation de lamellipodes
normalement observée en réponse au VEGF est inhibée. Ces observations démontrent
que la localisation/activation de DOCK180 serait modulée par Gabl et suggérent que
DOCK180 serait impliqué dans la formation de lamelles dans les cellules HMVECs en
réponse au VEGF.
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Fig.15. La localisation de Dock180 a la membrane est inhibée en
absence de Gab1. Les cellules HMVECs préalablement transfectées
pendant 2h avec un ARNi contréle (CTL) non spécifique ou un ARNi
ciblant Gab1 sont ensemencées sur des lamelles de verre enduites
de gélatine. Le lendemain, suite a un sevrage de 4h, les cellules sont
stimulées ou non au VEGF avant d'étre fixées et marquées pour la
localisation de DOCK180. Les cellules sont observées a l'aide d’'un
microscope a fluorescence Olympus BX51 et les photos sont prises
avec une caméra Olympus Q-ColorS CCD. Les résulltats sont
représentatifs de deux expériences indépendantes.
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La cinétique d’activation de Rac du VEGFR2 est perturbée par
[’introduction de mutants GablASHP2 et GablAPI3K

Pour tenter d’identifier les voies de signalisation en aval de Gabl impliquée dans
la promotion de la migration des cellules endothéliales en réponse au VEGF, différents
mutants de Gab1 ont été exprimées dans les BAECs (bovine aortic endothelial cells). Les
résultats de cette étude ont montré une importante inhibition de la migration de ces
cellules lorsqu’elles étaient transfectées avec des mutants de Gabl incapables de se lier a
la PI3K (GablAPI3K) ou 3 la phosphatase SHP2 (GablASHP2) (37). Etant donné
I’'importance du rdle joué par Rac dans la migration et I’impact de Gabl sur cette
protéine, I’effet de GablAPI3K et GablASHP?2 a été investigué pour tenter d’identifier la
voie de signalisation potentiellement impliquée dans 1’activation de Racl. Pour ce faire,
des cellules HEK293 ont été cotransfectées avec le récepteur chimér/ique CSF-VEGFR2
en présence de HA-Gabl de type sauvage ou des mutants HA-GablAPI3K ou HA-
Gab1ASHP2 et I’état d’activation de Rac1 a ensuite été évalué en réponse a la stimulation
de ces cellules au CSF 50ng/ml. Tel que démontré a la figure 16, le CSF favorise une
activation de Racl en présence du HA-Gabl sauvage similaire a ce qui a préalablement
été observé (Fig. 10). Cependant, nous observons que les mutants de Gabl perturbent tout
deux cette séquence d’activation. Dans 1’ensemble, ces résultats suggerent que 1’impact
de Gabl sur la migration des cellules endothéliales en réponse au VEGF pourrait étre
médié par 1’effet des voies de signalisation impliquant la PI3K et la phosphatase SHP2

sur Rac.
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Fig.16. Les mutants de Gab1 entrainent une perturbation de la
cinétique d’activation de Rac1 en réponse au VEGF. Les cellules
HEK293 exprimant les constructions indiquées ont été sevrées pendant
16h et puis stimulées au CSF-1 (50ng/ml) selon les temps indiqués. La
protéine Rac1 sous sa forme activée (lié¢e au GTP), a ensuite été
précipitée a |'aide de billes couplées au domaine CRIB de la protéine PAK.
La quantité de protéines Rac active est évaluée par immunobuvardage a
'aide d’un anticorps anti-Rac. L’expression cellulaire des protéines CSF-
VEGFR2, HA-Gab1, HA-Gab1ASHP2 et HAGab1API3K a été confirmée
dans les lysats totaux par immunobuvardage avec les anticorps
correspondants. Les résultats sont représentatifs de trois expériences
indépendantes.
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Chapitre 4. Discussion

Une néovascularisation excessive et incontrflée est associée avec le
développement de nombreuses pafhologies, notamment la croissance tumorale et le
développement de meétastases (6). Le VEGF est un régulateur clé de 1’angiogenése
normale et tumorale. Malgré 1’identification de cascades de signalisation critiques pour la
migration et la prolifération des cellules endothéliales en réponse au VEGF, peu
d’informations concernant la régulation de ces événements situés en aval du VEGFR2
sont connues. Notre laboratoire a montré que la protéine adaptatrice Gabl se retrouve
dans un complexe associé au VEGFR2 et qu’elle agit comme médiateur de la
signalisation ainsi que de la migration et la formation de capillaires en réponse au VEGF
(37). Puisque ces activités biologiques impliquent une réorganisatign du cytosquelette
d’actine, I’objectif de cette étude était de définir I’'impact de Gab1 sur la régulation de ces
réarrangements morphologiques. Nos résultats ont révélé que Gabl était impliqué dans la
formation de lamellipodes et de fibres de tension en réponse au VEGF et conséquemment
dans la régulation de Rac et Rho respectivement. Nous avons également observé que ces
effets étaient associés & la perturbation de la localisation membranaire de Racl
normalement associée a son activation. Bien que I’identification des protéines impliquées
dans Dl’activation de ces RhoGTPases n’ait pas encore été complétée, certains éléments
nous laissent croire que la GEF DOCK180 pourrait €tre impliquée dans la médiation du
signal entre Gabl et la formation de lamellipodes suite a ’activation du VEGFR2 dans
les cellules endothéliales. Etonnament, nous n’avons cependant pas observé une baisse de
’activation de Rac en absence de Gabl mais plutdt une augmentation du niveau de base,
qui ne s’avére pas modulable par le VEGF. Le maintient de la localisation de Vav2, une
GEF récemment impliquée dans I’activation de Rac par VEGF, ainsi qu’une légere
augmentation de sa phosphorylation pourraient expliquer ce résultat. Finalement, nos
observations démontrent aussi I’importance de la liaison entre Gabl et les protéines
SHP?2 et PI3K pour le maintient de la cinétique d’activation de Rac. Ces protéines ont été
préalablement rapportées comme étant des éléments essentiels des cascades de

signalisation dépendantes du VEGFR2 impliquant Gabl (37). Nos résultats démontrent
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ainsi que Gabl participe activement dans les événements de signalisation requis pour la
réorganisation du cytosquelette d’actine et révélent ainsi de nouveaux mécanismes
moléculaires dépendants du VEGFR2 qui déclenchent une cascade de signalisation

proangiogénique dans les cellules endothéliales.

Gabl a préalablement été associé avec la formation de lamellipodes dans des
fibroblastes en réponse au PDGF (82). Puisque Gabl est requis pour la migration des
cellules BAECs en réponse au VEGF et sachant que les RhoGTPases sont les actrices
principales de ce phénoméne, nous avons postulé que Gabl était responsable de la
médiation du signal entre le VEGFR2 activé et la réorganisation du cytosquelette
résultant de 1’activation des RhoGTPases. Utilisant I’approche des ARNi, nous avons
montré que dans les cellules endothéliales, Gabl était impliqué dans la formation des
lamellipodes et la régulation des fibres de tension normalement obsefvées en réponse au
VEGF (84). Ces expérimentations suggerent une corrélation entre la régulation de
’activation des RhoGTPases Rac et Rho normalement observée en réponse au VEGF et

la protéine adaptatrice Gabl.

Le sentier de la PI3K a été reconnu comme un sentier majeur de la survie en
réponse au VEGF. L’activation de la PI3K suite a la phosphorylation du VEGFR2 a
également été associée avec I’activation de la RhoGTPase Rac, une protéine impliquée
dans la perméabilité vasculaire et la migration cellulaire (13,90). Nous avons observé que
dans les expériences de reconstitution impliquant la transfection de cellules HEK 293, la
présence de Gabl favorisait 1’état d’activation de Rac suite a une stimulation au VEGF. 11
est important de noter que la fluctuation des niveaux du récepteur suggérant I’endocytose
de ce dernier semble confirmer 1’activation réelle du VEGFR2 par le VEGF, tel qu’il a
été préalablement rapporté (103). Ces observations correlent avec I’importance de Gabl
dans la formation de lamellipodes dans les cellules endothéliales en réponse au VEGF
(37). Quoique la cascade de signalisation médiant ces effets reste encore méconnue,
I’importance de la liaison entre Gabl et la PI3K a préalablement été rapportée dans le
contexte de migration des cellules endothéliales en réponse au VEGF et pourrait étre le

mécanisme responsable de ce phénoméne. De fagon surprenante, le niveau d’activation
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basal de Rac dans les cellules endothéliales traitées avec des ARNis est augmenté
comparativement aux cellules traitées avec des ARNis contréles, bien qu’il ne soit pas
modulé par le VEGF. Ce phénoméne se traduit par I’absence de lamellipodes et la
présence importante de fibres de tension. Jusqu’a maintenant, Rac a été associé¢ a la
formation de lamellipodes, par contre plusieurs études ont rapportés la formation de
fibres de tension dans les cellules endothéliales suite a la transfection du Rac
constitutivement actif (91, 92). Ce résultat differe malgré tout de celui initialement
obtenu dans les HEK293, ou une surexpression de Gabl entralnait aussi une
augmentation du niveau d’activation basal de Racl, bien qu’ils soient difficilement
comparables étant donné la variation de protéines retrouvées dans ces deux types
cellulaires. De plus, comme les mécanismes médiants les effets observés dans les cellules
endothéliales restent méconnus, il est difficile de reconstituer ce phénomeéne dans des

types cellulaires différents. /

L’augmentation du niveau basal de Rac en absence de Gabl dans les cellules
HMVECs pourrait étre également attribué a la 1égére augmentation de la phosphorylation
et donc de I’activité de la GEF Vav2. Cependant, malgré cette activation de Rac plus
élevée dans les cellules déplétées en Gabl, la stimulation au VEGF n’induit pas
d’augmentation de I’activité de Rac et les cellules sont incapables d’induire la formation
de lamellipodes. L’absence de Gabl semble donc augmenter 1’activité de base de Rac
dans les cellules non stimulées, mais en empécher son activation VEGF dépendante. Ces
observations nous laisse présumer que Gabl pourrait étre une protéine importante pour
I’organisation basale du cytosquelette de la cellule et ensuite, dans les changements
morphologiques du cytosquelette induits par VEGF. De plus, ’expression de Gabl
semble corréler avec la localisation de Racl a la membrane des lamellipodes induites par
le VEGF. Il est alors possible de suggérer I’importance de Gabl dans la localisation du
Racl actif, et que les cellules déplétées en Gabl ne forment pas de lamellipodes
puisqu’il y aurait un probléme dans la localisation de Rac en absence et en présence de
VEGF. Cette hypothése est aussi appuyée par le fait que nous avons détecté 1’association
de Gabl avec Nck et PAK dans les HEK293 et les BAECs stimulées au VEGF (Labo 1.

Royal, résultats non présentés). Nck est une protéine adaptatrice qui est associée a la
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protéine kinase PAK impliquée dans la polarisation cellulaire nécessaire dans la
définition de la direction migratoire (93). Ces deux protéines ont également été
impliquées dans la capacité migratoire des cellules endothéliales induite par le VEGF

(72). L’absence de Gabl viendrait donc perturber la fonction de ces protéines.

Certaines GEFs ont été rapportées comme pouvant s’associer avec des partenaires
d’interaction de Gabl. Notamment DOCK180, une GEF spécifique 4 Rac et Cdc42
faisant partie de la famille des DOCK, interagit avec Crk et Nck. De plus, I'inhibition de
Gabl dans les cellules endothéliales stimulées au VEGF inhibe la localisation de
DOCK180 a la membrane en réponse au VEGF. L’effet de Gab1 sur 1’état d’activation de
Rac pourrait donc étre dii a la capacité de cette protéine adaptatrice a recruter cette GEF a
la membrane via la formation d’un complexe impliquant Crk ou Nck, facilitant ainsi son

interaction avec Rac et donc son activation. 7/

11 a aussi été rapporté que Gabl avait comme partenaire de liaison GC-GAP, une
GAP impliquée dans la régulation de Racl et Cdc42, qui pourrait potentiellement médier
les effets de Gab1 sur Racl. En effet, |’expression de cette protéine dans les fibroblastes
HEK293 induit une réduction de la quantité de Racl (94). Cependant, les effets rapportés
par ce groupe n’'ont pas €té observés suite a ’activation d’un récepteur. Donc, la
dynamique d’interaction entre Gabl et GC-GAP en réponse au VEGF ou d’un autre
facteur de croissance n’est pas connue. Malgré tout, la déplétion de Gabl pourrait nuire
au recrutement de cette Gap au niveau de complexes protéiques et donc permettre une
augmentation du niveau de base de I’activité Rac. Alternativement, ’activation du
VEGFR2 par le VEGF pourrait bloquer la liaison entre Gabl et GC-GAP et entrainer

ainsi une plus grande activation de Racl.

Finalement, la trousse ELISA utilisée pour la précipitation de Rac actif dans les
cellules endothéliales n'est pas spécifique a Racl; il se pourrait alors que les résultats
observés s’appliquent aussi @ Rac2 et 3, ce qui pourrait expliquer les différences obtenues
entre les essais effectués dans les HEK293 ciblant spécifiquement Racl et ceux effectués

dans les cellules endothéliales ciblant Racl, 2 et 3. Quoiqu’il en soit, Gabl reste une
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protéine adaptatrice qui a un haut potentiel d’impact sur la régulation de I’activité de Rac
en réponse au VEGF, qu’elle soit négative ou positive dépendamment du type cellulaire

et de la protéine ciblée.

De fagon similaire, I’activité de Rho s’est montrée plus élevée dans les cellules
endothéliales soumises au traitement d’ ARNi et stimulées au VEGF, ce qui correle avec
la présence plus importante de fibres de stress dans ces mémes cellules. Gabl a été
reconnu pour interagir avec de nombreuses protéines, notamment SHP2, une phosphatase
impliquée dans la réorganisation d’actine ainsi que la migrati6n cellulaire (95-99). En
particulier, I’inactivation de SHP2 ou encore ’expression d’un mutant dominant négatif
de cette derniére induit une augmentation de I’activation de RhoA ainsi que
I’augmentation des fibres de tension (97,98), un phénoméne similaire a celui observé
dans la présente étude. Cette augmentation de fibres de tension, e} potentiellement de
points d’adhésion focale pourrait traduire une incapacité des cellules a relécher le substrat
et a migrer. Des tests d’adhésion sur gélatine révelent d’ailleurs une plus grande adhésion
des cellules déplétées en Gabl (Labo I.Royal, résultats non présentés) Dans le méme
sens, PAK pourrait également étre impliqué dans 1’inactivation de Rho en aval de Rac.
Gabl étant capable de lier Nck et PAK (Labo I.Royal, résultats non présentés),
’inhibition de Gabl viendrait perturber les effets de PAK et pourrait ainsi occasionner
l’augmentation de I’activation de RhoA. Plusieurs papiers rapportent I’'importance de la
balance Rho-Rac dans la migration cellulaire signifiant D’activation de 1’un et
I’inactivation de 1’autre (50, 100). Nos observations démontrent que cette balance est
dérégulée en réponse au VEGF dans les cellules endothéliales dont 1’expression de Gabl

a été inhibée.

Dans le contexte plus global de migration, Gabl promouvoit cette activité
biologique seulement si en association avec la PI3K ou SHP2, ce qui suggére fortement
le role de PI3K et SHP2 dans I’activation des voies de signalisation médiées par Gabl en
réponse a une stimulation au VEGF. La voie de la PI3K est étroitement associée a la
migration des cellules endothéliales en réponse au VEGF en plus d’étre un activateur

bien connu de la RhoGTPase Racl, un phénomeéne qui semble étre favorisé en présence
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de Gabl. De plus, plusieurs études ont établi clairement un réle pour SHP2 dans
I’induction de 1’activation de Src (101,102), une protéine dont 1’association avec VRAP a
été récemment montrée comme étant impliquée dans la médiation de la migration
cellulaire en réponse au VEGF (27). Finalement, une étude rapporte aussi que la
tranfection du mutant Gabl ASHP2 dans des cellules déficientes en Gabl ne permet pas la
récupération de lamellipodes normalement observées suite a une stimulation au PDGF
(82). De fagon cohérente avec ce qui a été observé préalablement pour la migration, les
mutants GablASHP2 et GablAPI3K dérégulent la cinétique d’activation de Racl.
Comme préalablement mentionné, la PI3K est responsable de la présence des lipides
membranaires PIP3, un élément important pour le recrutement des GEFs et des GAPs. Il
n’est donc pas impossible de penser qu’une perturbation dans I’une de ces voies de
signalisation puisse résulter en une dérégulation de 1’activation de Racl.
7

En conclusion, les résultats présentés dans cette étude suggérent que Gabl est
essentiel a la migration des cellules endothéliales en réponse au VEGF par son
implication dans les voies de signalisation ciblant les régulateurs des RhoGTPases, soit
les GEFs et les GAPs. Les études menant a la découverte de 1’importance de la protéine
adaptatrice Gabl dans la formation de lamellipodes et dans la régulation des fibres de
tension par le maintient de 1’équilibre Rho/Racl, apportent des ¢éléments de
compréhension des mécanismes moléculaires potentiellement impliqués dans la

régulation de I’angiogeneése in vivo.

Pour avoir une meilleure vue d’ensemble et étant donné 1’importance de Cdc42
dans la migration cellulaire, il serait intéressant d’étudier 1’impact de Gabl sur les
niveaux d’acti\fation de cette GTPase. De plus, puisqu’il est difficile de déterminer si
I’activation des RhoGTPases détermine leur localisation ou au contraire, si leur
localisation détermine leur activation, il serait intéressant de vérifier 1’impact de
I’inhibition de Gabl sur la localisation de la forme activée de la RhoGTPase Racl. En
effet, il n’est pas encore possible de déterminer si les effets observés de Gabl sur
I’activation Racl sont causés par une localisation altérée de cette GTPase ou par un

déréglement d’une voie de signalisation spécifique.
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