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Résumé

L’angiogenése est la formation de nouveaux vaisseaux sanguins a partir d’un réseau
vasculaire existant. C’est un phénomene essentiel pour des processus physiologiques et
pathologiques. L’activation des cellules endothéliales est contrdlée par plusieurs
facteurs de croissance. Le VEGF et son récepteur le VEGFR-2 ont été prouvés comme
étant spécifiques et critiques pour la formation des vaisseaux sanguins alors que Tie2,
le récepteur auquel se lie ’Ang-1, est requis aussi bien dans le développement
vasculaire que dans I’angiogenése tumorale. Il est connu que I’activation de Tie2 est
nécessaire a la stabilisation finale de la vascularisation en inhibant la perméabilité
vasculaire induite par le VEGFR-2.

Nous avons premiérement découvert que le facteur de croissance pro-
angiogénique, 1’Ang-1 contrecarre les effets de perméabilité cellulaire induits par le
VEGF en inhibant la production de NO dans les cellules endothéliales. Cet effet
inhibiteur de Tie2 intervient directement au niveau de 1’activité¢ de 1’enzyme eNOS.
Suite a I’activation de Tie2 par 1’Ang-1, eNOS devient fortement phosphorylé sur la
Thr497 aprés la phosphorylation et 1’activation de la PKCC. Nos résultats suggerent
que I’inhibition, par Tie2, de la perméabilité vasculaire durant I’angiogenese serait due,
en partie, a I’inhibition de la production de NO.

Deuxiémement nous avons pu distinguer entre deux modes de migration
cellulaire endothéliale induits par 1’Ang-1 et le VEGF. A 1’opposé du VEGF qui
promeut une migration individuelle aléatoire, I’Ang-1 induit une migration collective

directionnelle. Dans cette étude, nous avons identifié¢ la f-caténine comme un nouveau

partenaire moléculaire de la PKCC. Cette association de la PKCC a la B-caténine amene
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le complexe de polarit¢ Par6-aPKC et le complexe des jonctions d’adhérences
cellulaires a interagir ensemble a deux localisations différentes au niveau de la cellule
endothéliale. Au niveau des contacts intercellulaires, le complexe PKCC/B-caténine
maintien la cohésion et I’adhésion cellulaire nécessaire pour le processus migratoire
collectif. Ce complexe se retrouve aussi au niveau du front migratoire des cellules
endothéliales afin d’assurer la directionalit¢ et la persistance de la migration
endothéliale en réponse a I’Ang-1. D’une maniére intéressante, lors de I’inhibition de
la PKCC ou de la B-caténine on assiste a un changement du mode de migration en
réponse a I’Ang-1 qui passe d’une migration directionnelle collective & une migration
individuelle aléatoire. Ce dernier mode de migration est similaire a celui observé chez
des cellules endothéliales exposées au VEGF. Ces résultats ont été corroborés in vivo
par une polarité et une adhésion défectueuses au cours de la vasculogenese chez le
poisson zebre déficient en PKCC.

En résumé, Ang-1/Tie2 module la signalisation et les réponses biologiques
endothéliales déclenchées par le VEGF/VEGFR-2. L’identification des mécanismes
moléculaires en aval de ces deux récepteurs, Tie2 et VEGFR-2, et la compréhension
des différentes voies de signalisation activées par ces complexes moléculaires nous
permettra de mettre la lumicre sur des nouvelles cibles thérapeutiques pour le
traitement des maladies angiogéniques.

Mots-clés: Cellules endothéliales, VEGF, Angiopoiétine-1, perméabilité, migration,

polarité, eNOS, PKCC, jonctions d’adhérence
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Abstract

Angiogenesis is the formation of new blood vessels from a pre-existing vascular
network. It is an essential mechanism for many physiological and pathological
conditions. Also, the general mechanism in both conditions remains the same. VEGF
and its receptor VEGFR-2 have been proven to be specific and critical for blood vessel
formation. The Angiopoietin-1 receptor, Tie2, is required for vascular development as
well as in tumor angiogenesis. It is known that the activation of Tie2 is required for
vascular stabilization by inhibiting vascular permeability induced by VEGFR-2.

First, we found that the pro-angiogenic growth factor, Ang-1 counteracts
the effects of VEGF-induced permeability by inhibiting NO production by endothelial
cells. This inhibitory effect of Tie2 acts directly on eNOS activity. Following
activation of Tie2 by Ang-1, eNOS becomes highly phosphorylated on the inhibitory
site, the Thr497, following PKCC phosphorylation and activation. Our results suggest
that the inhibition by Tie2 of vascular permeability during angiogenesis is due, in part,
to the inhibition of NO production.

In our second study we distinguished between two types of endothelial cell
migration induced by Ang-1 and VEGF. At the opposite of Ang-1 that induced
collective and directional cell migration, VEGF promoted individual and random cell
motility.

We identified B-catenin as a new molecular partner of PKCC. This association of PKCC
with [-catenin brings the Par6-aPKC polarity complex and the adherens junctions

complex to interact with each other at two different locations in endothelial cells.
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PKCE/B-catenin complex is located specifically at cell-cell contacts to maintain
cohesion and cell adhesion necessary for the collective migration process. This
complex was located also at the leading edge of endothelial cells during migration to
ensure the directionality and the persistence of migration in response to Ang-1. In
addition, inhibition of PKCC or B-catenin switched the migration mode, in response to
Ang-1, from directional and collective to a more random and individual cell migration
which resembles the type of migration of endothelial cells exposed to VEGF. These
results were confirmed in vivo by aberrant cell polarity and cell adhesion defects of tip
cell during vascular sprouting of intersegmental vessels in PKC({ deficient zebrafish
embryos.

In summary, Ang-1/Tie2 modulates endothelial cell signaling and
biological responses induced by VEGF/VEGFR-2. The identification of molecular
mechanisms involved in the action of these two receptors, VEGFR-2 and Tie2, and the
understanding of the different signaling pathways activated by these molecular
complexes will allow us to identify new therapeutic targets for the treatment of

angiogenic diseases treatment.

Keywords: endothelial cells, VEGF, Angiopoietin-1, permeability, migration, polarity,
eNOS, PKC(, adherens junctions.
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CHAPITRE 1

INTRODUCTION



1.1 Les vaisseaux sanguins

Le systéme vasculaire est un systéme caractéris€¢ par une structure hautement ramifiée
en réseau. Les vaisseaux sanguins sont des conduits permettant le transport du sang et
I’irrigation de I’ensemble des organes de facon appropriée. Ils forment des circuits
fermés de plus de 100000 km de long. Il existe 3 types de vaisseaux sanguins: les
artéres, les veines et les capillaires qui différent selon leur taille, leur structure et leur
fonction, mais ils sont tous tapissés par une couche de cellules endothéliales (CE)
faisant face a la lumicre vasculaire. Les arteres et les veines sont morphologiquement
et physiologiquement distinctes et expriment différents facteurs (Ephrines, Notch,
Sonic hedgehog, VEGF, Tie2) des le stade du plexus vasculaire primitif avant méme la
mise en place d’une circulation sanguine. L’étude de I’interrelation entre ces facteurs
permettrait de mieux comprendre la plasticité, la programmation et la signalisation au
sein d’un type de cellule endothéliale donné qui pourrait étre d’intérét afin de mieux

comprendre les désordres ainsi que les pathologies vasculaires.

1.1.1 L’endothélium vasculaire

L'endothélium est la monocouche pavimenteuse de CE localisées sur la face interne de
tous les types de vaisseaux sanguins. C’est le plus grand organe endocrinien
fonctionnel du corps humain. Au cours du développement embryonnaire,
I’endothélium se différencie a partir d'hémangioblastes pour former des vaisseaux
sanguins. Récemment, plusieurs études suggerent la présence de CE circulantes avec
des propriétés de cellules souches qui peuvent se différencier en CE suite a des

stimulations par des cytokines' ou des facteurs de croissance.” L’endothélium permet le



transport de 1'oxygéne et des nutriments et constitue en méme temps une barriére
physique sélective qui contrdle le passage de 'eau, des ions et autres petites molécules
du sang vers les différents tissus. Cet emplacement stratégique de 1’endothélium entre
le sang et les tissus sous-jacents lui confere un rdle polyvalent dans la libération de
différentes substances métaboliques actives essentielles pour la régulation vasculaire.?
L’endothélium permet le maintien de la fluidit¢é du sang en produisant des
anticoagulants afin d’atténuer l'activité¢ des plaquettes, des antiathéroscléreux et des
anti-thrombotiques.* Il promeut la fibrinolyse a travers les tissus et permet I’interaction
directe des CE avec les leucocytes et d’autres cellules circulantes,™ lors des lésions
tissulaires et en cas d'inflammation. En effet, les leucocytes expriment des protéines
(L-sélectine et les intégrines) qui s’associent avec des molécules d'adhésion (ICAMI,
PECAM et VCAM) a la surface des CE qui contrdlent la transmigration des cellules du
systéme immunitaire dans une zone inflammatoire.”® En plus de la régulation
immunitaire, 1’endothélium joue un réle important dans la croissance vasculaire.
L’endothélium permet la libération des vasoconstricteurs et des vasodilatateurs qui sont
primordiaux pour la régulation du tonus vasculaire, contribuant ainsi a la bonne
distribution du débit sanguin et au controle de la pression artérielle. Plusieurs
vasodilatateurs tel que le monoxyde d’azote (NO) et la prostacycline (PGI2), ou
vasocostricteurs, tels que l'angiotensine II, I’endothéline (ET), les prostaglandines, le
facteur d'activation plaquettaire (PAF) et les especes réactives d'oxygéne (ROS) sont
produits par l'endothélium. Ces substances sont libérées sous l'influence des
stimulations physiques et chimiques provenant de la circulation ou des tissus

environnants.” L’équilibre entre ces deux groupes de facteurs est vital pour le maintien



de l'homéostasie circulatoire. Une perturbation de ce dernier peut entrainer un
dysfonctionnement endothélial ce qui cause une altération de la fonction vasculaire et

. . . . . . .. , . 10
contribue a certaines maladies cardiovasculaires, endocriniennes et métaboliques.

1.1.2 Les types d’endothélium

Les CE sont plates et polarisées avec la face apicale en contact avec la lumicre du
vaisseau (le sang) et la face basale est fixée par des desmosomes et des
hémidesmosomes. Elles ont une forme prismatique en générale comme la plupart des
cellules épithéliales et peuvent acquérir des propriétés spécifiques selon le territoire
anatomique. La morphologie de la cellule endothéliale différe selon la taille des
vaisseaux sanguins. On distingue trois types d’endothélium:

- L’endothélium continu ou les CE forment un revétement uni et ininterrompu. Elles
sont parfois enveloppées de péricytes dont le cytoplasme posséde des protéines
permettant la contractilit¢ du vaisseau. Ce type de CE est trouvé surtout dans les
capillaires des muscles, les tissus conjonctifs et les poumons.

- L’endothélium fenestré ou les CE forment une couche interrompue par endroit de
minuscules pores de 70 nm de diamétre environ, ce qui rend ce type d’endothélium tres
perméable aux liquides. Ces pores servent aux transferts de liquide dans les organes
impliqués dans la filtration ou des échanges de molécules. C’est le type d’endothélium
qu’on retrouve dans les villosités de l'intestin gréle, les glomérules rénaux, les glandes
endocrines et les proces ciliaires des yeux.

- L’endothélium sinusoide qui tapisse les capillaires de plus gros diamétre (trois fois

plus grand que le fenestré). Il forme une couche inégale et non linéaire avec des
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espaces importants entre les CE qui peuvent atteindre 3 pm. Ce type d’endothélium est
trouvé dans le foie, la rate, la moelle osseuse et certaines glandes comme
l'adénohypophyse, les glandes parathyroides et endocrines. Sa forme et sa structure lui
permettent de favoriser les transferts de macromolécules organiques du sang vers
I’espace interstitiel des tissus (et inversement).

En plus d’étre le site d’échange entre le sang et les tissus environnants,
I'endothélium est également le site d’initiation de l'angiogenése qui implique
l'extension et le remodelage des vaisseaux sanguins cruciaux pour la croissance et la

fonction des tissus.

1.1.3 Les jonctions cellulaires

Les CE sont reliées par des jonctions d’adhérence (JA), les jonctions serrées (JS) et les
jonctions de type gap (JG) (Figure 1). Ces jonctions forment des structures adhésives
qui maintiennent l'intégrité tissulaire, mais elles doivent étre aussi trés dynamiques afin
de permettre la transmigration des leucocytes lors de la réponse inflammatoire et le
remodelage cellulaire durant l'angiogenése. Les structures jonctionnelles situées aux
contacts intercellulaires endothéliaux sont comparables a celles trouvées dans les
cellules épithéliales. En revanche, I’organisation des jonctions endothéliales est plus
variable et leur topologie est moins restreinte entre les différents types de jonctions
(JA, JS et JG) qui sont souvent entremélées. Les structures jonctionnelles sont denses
aux ¢lectrons, du fait que les contacts intercellulaires sont bordés par des membranes
plasmiques paralléles des cellules avoisinantes (10-20 nm). Par opposition aux cellules

épithéliales, les JG sont souvent observées a proximité de la surface luminale. Par
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conséquent, le terme «jonction apicale» utilisé pour désigner collectivement JS et JA
dans les cellules épithéliales ne peut pas étre appliqué a I’endothélium. Les CE
présentent un défi particulier pour la régulation de I'adhérence cellule-cellule. La zone
de contact intercellulaire endothéliale contient plusieurs protéines transmembranaires a
activité adhésive qui sont soit incluses dans des structures jonctionnelles spécifiques,
soit localisées le long de la zone de contact. Ces protéines sont essentielles pour
I'adhérence intercellulaire et le contréle de la perméabilité vasculaire aux fluides, aux
molécules et a la transmigration des leucocytes.

L’'intégrit¢ des jonctions d’adhérence cellulaire doit étre maintenue pour
I’établissement d’une barriére appropriée pourtant, les jonctions d’adhérence
cellulaires doivent préserver une certaine plasticité nécessaire a la croissance et le
développement des vaisseaux sanguins. Il faut souligner que les jonctions inter-
endothéliales sont des structures dynamiques, soumises a différents mécanismes de
régulation. L'extravasation des leucocytes au niveau des sites inflammatoires (surtout
dans les veinules post-capillaires) par voie paracellulaire est un exemple de la plasticité
de ces structures. Les leucocytes se faufilent a travers la jonction intercellulaire par
diapédése qui est rapidement suivie par une reformation de la jonction cellulaire. En
outre, la plasticité des jonctions cellulaires endothéliales est aussi importante durant le
remodelage ou durant I'angiogenése vasculaire en réponse a des facteurs de croissance
comme 1’Angiopoiétine-1 (Ang-1) et le facteur de croissance de I'endothélium
vasculaire (VEGF). Récemment, il a ét¢ montré que certains constituants des jonctions

pouvaient également étre impliqués dans l'activité protrusive des cellules permettant



l'invasion cellulaire. Ces propriétés peuvent donc étre considérées comme étant des

cibles intéressantes pour établir le développement de thérapie antiangiogénique.

1.1.3.1 Les jonctions serrées (JS)

Dans les CE, les JS et les JA se trouvent entremélées aux niveaux des contacts
intercellulaires, tandis que dans les cellules €pithéliales les JS ont une localisation plus
apicale que les JA. Les protéines transmembranaires qui composent la jonction serrée
comprennent les claudines, les occludines et les molécules d'adhésion jonctionnelle
(JAM). Ces protéines membranaires s’associent a des protéines cytoplasmiques telles
que: la zonula occludens (ZO), I’afadin et Par3.

Les JS des cellules épithéliales sont bien développées et spatialement distinctes
comparativement a celles des CE qui sont moins bien structurées et s’intercalent avec
les JA. Les protéines jonctionnelles transmembranaires contiennent des domaines
extracellulaires pour 1'adhésion via des interactions homophiliques avec les cellules
adjacentes, formant ainsi une barricre physique. L’occludine est une protéine
transmembranaire qui a été identifiée aux JS endothéliales et épithéliales. Elle joue un
role central dans la régulation de la perméabilit¢ paracellulaire des vaisseaux
sanguins.11 Les protéines transmembranaires de la famille des claudines sont également
des composantes majeures des JS. Il existe 20 protéines qui composent la famille des
claudines et qui sont réparties dans plusieurs types cellulaires. La claudine-5 semble
étre exprimée spécifiquement dans les CE.'” La molécule d'adhésion jonctionnelle
(JAM) joue un rdle important dans la perméabilité endothéliale, car elle peut participer

directement a la fonction de barriére. Elle peut également agir en tant que récepteur qui



interagit avec les intégrines leucocytaires afin de réguler et de diriger la transmigration
des leucocytes. Par ailleurs, I'hétérogénéité des jonctions des CE se traduit par
l'expression de différentes isoformes spécifiques de JAM." En plus de ces protéines
transmembranaires, il y a aussi des protéines qui forment un complexe sur la face
cytoplasmique de la JS, y compris la ZO-1 et la ZO-2. Ces protéines d'échafaudage
lient les domaines cytoplasmiques des protéines transmembranaires au cytosquelette
d'actine.'® Les JS sont essentielles surtout dans le maintien de la barriére hémato-

encéphalique.
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Figure 1: Schéma illustrant les composants moléculaires des jonctions serrées et
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d’adhérence cellulaire.

1.1.3.2 Les jonctions de type Gap ou communicantes

Les jonctions de type Gap sont des jonctions cellulaires spécialisées qui forment des
canaux membranaires hydrophiles qui permettent la diffusion passive des ions et des
petites molécules entre les cellules.'® Elles sont formées par des semi-canaux, appelés
connexons, appartenant aux deux cellules adjacentes. Chaque connexon est constitué
de six sous-unités protéiques appelées connexines qui traversent 4 fois la membrane
cellulaire. Il existe plusieurs sous types de connexines. L'extrémité C-terminale de ces
protéines posséde de nombreux domaines de phosphorylation qui provoquent un
changement de conformation qui peut amener soit a la fermeture du canal ou bien a son

ouverture. Des études génétiques ont montré que les jonctions communicantes sont



impliquées dans une grande variét¢é de fonctions, telles que I'homéostasie, la

régénération et le développement cellulaire.'”

1.1.3.3 Les jonctions d’adhérence (JA) et la régulation de la perméabilité
endothéliale

Les CE contiennent des JA qui permettent 1’adhésion entre les cellules adjacentes
principalement via un complexe protéique compos¢ de la VE-cadhérine (cadhérine-5,
CD144). Cette cadhérine classique de type II est spécifique aux CE et lie via son
domaine cytoplasmique les protéines de la famille du répétitif armadillo, notamment la
p120-caténine, laf -caténine, et la plakoglobine. Les caténine$) et p120 peuvent étre
aussi dirigées vers le noyau pour réguler l'expression génique. L’a-caténine lie
indirectement la VE-cadhérine en se liant a lap -caténine et a la plakoglobine. En plus
de ces composantes de base de la JA, plusieurs autres protéines se greffent au
complexe et régulent son activité en fonction du type et du stimulus cellulaires. Les CE
expriment ¢galement des niveaux ¢élevés de la cadhérine neuronale (N-cadhérine), mais
celle-ci n'est pas localisée au niveau du contact entre les CE. L'importance de la VE-
cadhérine dans le maintien de la barriere endothéliale est soulignée par 1'observation
que l'injection d’un anticorps bloquant de la VE-cadhérine induit l'infiltration de
neutrophiles dans un modéle de péritonite in vivo’' ainsi qu’une hyperperméabilité
vasculaire dans 'interstitium pulmonaire.”” Depuis leur découverte, les caténines o et
ont été considérées comme étant essentielles aux liens entre le domaine cytoplasmique
des cadhérines et le cytosquelette d'actine. Cependant, le dogme selon lequel il s'agit

d'une interaction quaternaire stable a été contesté par des expériences montrant que 1o -

10



caténine ne peut pas interagir a la fois avec le complexe cadhérinef} -caténine et avec la
F-actine.” Ceci indique que la liaison a l'actine peut nécessiter d'autres molécules.*
Enfin, la p120 caténine est importante lors de I'entretien de la barriere endothéliale en
agissant non pas comme un lien avec le cytosquelette d'actine mais en régulant la
stabilité¢ du complexe des cadhérines et en maintenant 1’expression de la VE-cadhérine
a la surface cellulaire.?” Différents domaines d’adhésion cellulaire sont formés entre les
cellules adjacentes et entre les cellules avec leur matrice extracellulaire (MEC), appelés
jonctions adhérentes (JA) et contacts focaux respectivement. Ces structures contiennent
des complexes multimoléculaires constituant des plateformes de recrutement des
protéines intracellulaires qui activent différentes voies de signalisation cellulaire. Dans
les CE de souris, ainsi que d’autres modeles in vivo, la suppression des molécules
d'adhésion intercellulaires cause des défauts vasculaires qui entrainent la mort entre les
jours embryonnaires 11.5 et 13.5 (E11.5-E13.5). Pour permettre son bon
fonctionnement, la cellule endothéliale doit assurer la régulation et I'intégrit¢ des
jonctions entre les cellules.

Les JA sont étroitement régulées par des facteurs de croissances. La stimulation par le
VEGEF va activer la tyrosine kinase Src qui va phosphoryler la VE-cadhérine sur la
tyrosine Y685 et cause sa dissociation de la B-caténine.”® Il en résulte alors une
désorganisation du contact cellule-cellule et une perméabilité¢ accrue. La stimulation
par le TNF-a conduit également a la phosphorylation des tyrosines Y658 et Y731 de la
VE-cadhérine. Cet événement est médié¢ par une cascade de signalisation initiée par
PI3K qui implique l'activation de la Pyk2 (proline-rich tyrosine kinase2) et du couple

Racl/Tiam. La phosphorylation par le VEGF des protéines du complexe des jonctions
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d’adhérence endothéliale est une voie majeure de la régulation de 1'intégrité structurale
et du contact cellule-cellule. De plus, les jonctions d’adhérence participent a de
multiples fonctions, y compris I'établissement et le maintien de I'adhésion entre les
cellules, la perméabilité¢ cellulaire, le remodelage du cytosquelette d'actine, la
signalisation intracellulaire et la régulation transcriptionnelle. Par ailleurs, plusieurs
¢tudes récentes commencent a décrire le rdle des complexes jonctionnelles et
spécialement les JA dans la polarité cellulaire.?”’

Les JA ne sont plus considérées comme une barriére fixe mais plutét comme des
structures trés mobiles. Les protéines de JA sont des molécules importantes de la
signalisation jouant des rdles divers selon la fonction physiologique de la cellule.

La perméabilité endothéliale dépend en grandes parties des jonctions cellulaires qui
permettent de sceller les CE entre elles et d’assurer ainsi leur étanchéité afin de
réglementer 1'échange entre le sang et les tissus. Il a été suggéré, que le VEGF peut
stimuler la formation d'une variété de voies a travers la barriere endothéliale, parmi
lesquelles on retrouve les lacunes transcellulaires, les organelles vésiculo-vacuolaires
(VVO) et les fenestrations (Figure 2). Toutefois, ces voies de perméabilité peuvent
faire partie d’un méme processus. La perturbation de 1’adhésion intercellulaire par la
dissolution des jonctions entre les CE est I’un de ces mécanismes qui a été trés bien

étudié.
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Lumiére Vasculaire

Tissu

Figure 2: Mécanismes de perméabilité vasculaire. Schéma illustrant différentes voies
par lesquelles les molécules peuvent traverser la barricre endothéliale. (A) voie
paracellulaire, le transit se fait a travers les jonctions intercellulaires (B) voie
transcellulaires, le transit se fait a travers le corps de la cellule endothéliale par le biais
des cavéoles ou des vacuoles qui peuvent former une chaine de vésicules (VVO)
connectant la lumiére vasculaire au reste du tissu. (LB) lame basale, (CE) cellules

endothéliales. Figure adaptée de.”**

Au niveau de I’endothélium vasculaire, la perméabilité physiologique est
essentielle pour 1'échange de solutés et de fluides entre le sang et les différents tissus.
En effet, Cette perméabilit¢ augmente dans le cas d’inflammation et du cancer ou on
assiste a une hyperperméabilisation de la paroi vasculaire qui est induite, entre autres,
par le VEGF.*?' Plusicurs mécanismes moléculaires sont responsables de

I’augmentation de la perméabilit¢ ou le transport transcellulaire (trancytose).
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L’exemple de la phosphorylation de la Cavéoline-1, composante essentielle des
cavéoles, par Src induit I’hyperperméabilité vasculaire suite a [’adhésion des
neutrophiles activés a la surface de I’endothélium vasculaire.** Des preuves récentes
montrent aussi ’implication de la Cavéoline-1 dans la régulation de la perméabilité
paracellulaire. En effet la diminution des niveaux de la Cavéoline-1 cause un défaut de
distribution des JS (occludine et ZO-1) et une augmentation des fenestrations inter-
endothéliales.™

La perméabilité est une fonction vasculaire étroitement liée a l'angiogencse
développementale et adulte. Une série d'événements de restructuration morphologique
bien coordonnée est necessaire a la formation d'un réseau vasculaire hiérarchique

complexe.

1.2 Vasculogenése et Angiogenese

Ce sont deux principaux processus de la formation des vaisseaux sanguins (Figure 3).
Chez l'embryon, la structure vasculaire est formée par deux processus consécutifs;
d’abord la vasculogenése qui permet la formation d'un plexus vasculaire primitif, et
ensuite l'angiogenese par laquelle de nouveaux vaisseaux poussent a partir des
vaisseaux sanguins préexistants en assurant le remodelage et la maturation de la
structure vasculaire initiale.***

La vasculogenése est le processus par lequel des vaisseaux sanguins, constitués

essentiellement de CE, sont formés par différentiation des précurseurs

mésenchymateux. Les CE comme les cellules hématopoiétiques dérivent d’un
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précurseur commun, |’hémangioblaste. Les hémangioblastes s’agglutinent et les
cellules situées a I’intérieur de 1’amas deviennent les cellules hématopoiétiques qui se
différencieront ensuite en globules rouges, globules blancs et mégacaryocytes. Les
cellules en périphérie se différencieront en angioblastes, précurseurs des CE. La
vasculogenése contribue, pour une grande part, a la mise en place de I’appareil cardio-
vasculaire et a la formation des réseaux vasculaires propres a chaque organe. En effet,
lors de DI’embryogénése, le processus de néovascularisation dépend de 1’organe
d'origine. La vasculogenese se trouve prépondérante dans les ébauches d'organes
constitués du mésoderme et de 1'endoderme tel que le poumon, le pancréas et la rate.
En revanche, dans les organes composés de mésoderme et d'ectoderme tel que le
cerveau et les reins, la vascularisation s'établit par angiogenése.*®

L'angiogénese est la combinaison de deux mots grecs, soit angeion, qui veut dire
vaisseau, et genesis, qui signifie naissance. C’est un phénoméne biologique
fondamental, étroitement régulé, responsable de 1’expansion du plexus vasculaire
primitif et de la construction progressive du réseau vasculaire adulte.”” L'angiogénése
est donc essentielle pour différents processus physiologiques tels que le développement
embryonnaire, la reproduction, la cicatrisation et la régénération des tissus. Un
déséquilibre dans la régulation de l'angiogenése conduit a des situations pathologiques.
La formation de nouveaux vaisseaux sanguins excessive est associée aux maladies
inflammatoires et a la croissance tumorale. Une angiogénese insuffisante est rencontrée
dans les maladies vasculaires ischémiques.”®*' Les mécanismes moléculaires de base
qui régulent la formation de la lumiére vasculaire sont trés comparables a I’état

physiologique et pathologique. L’angiogenese peut se dérouler selon trois mécanismes:
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par bourgeonnement ("sprouting"), par €élargissement et séparation des vaisseaux déja

formés ("intussusception") ou encore par septation ou les cellules poussent a I’intérieur

. , . L 4243
des vaisseaux pour créer des canaux vasculaires séparés.””

Vasculogenése Maturation vasculaire Angiogenése Régression vasculaire

VEGF Ang1 + VEGF

) T

VEGF-R2 VEGF-R1 Tie2 Tie2 == VEGF-R1/2 Tie2
{Fik1) (Fit1) Jr

% Eec M
.,
Naissance, Formation Recrutement Perte des contacts intercellulaires
migration et du tube des cellules de et dégradation de la matrice
proliferation vasculaire soutien extracellulaire

Figure 3: Vasculogenese et Angiogenése. EC: Cellules endothéliales, BM: membrane

basale, PC: cellules péri-endothéliales

1.2.1 Régulation de I’angiogenése

L'angiogenese est un processus complexe qui implique a la fois des composantes
cellulaires et extracellulaires. L'activation des CE constitue une étape clé dans ce
processus. Plusieurs voies de signalisation meénent a cette activation et engagent un
controle  étroit des régulateurs positifs (proangiogéniques) et négatifs

(antiangiogéniques).**** Une cascade d'événements s’enchaine, incluant la
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prolifération, la perméabilité, la migration, le remodelage, la stabilisation et la
normalisation vasculaire afin d'assurer la régulation du réseau vasculaire néoformé.*>*
Le mécanisme d’angiogenese le plus étudié est celui de 1'angiogenése bourgeonnante
qui est caractérisé par différentes étapes (Figure 4). L'initiation de 1'angiogenese, suite
a un stimulus angiogéne local tel que 1’hypoxie, débute par une vasodilatation et une
augmentation de la perméabilit¢ des vaisseaux via la dissolution des jonctions
d'adhésion intercellulaire. Ensuite, la dégradation de la membrane basale et de la
matrice extracellulaire permet la migration et la prolifération des CE qui s'assemblent
en tubes, formant ainsi des vaisseaux primitifs. Lors de la maturation, certains de ces
vaisseaux deviennent des capillaires aprés la différenciation des cellules
mésenchymateuses, les péricytes. D'autres se transforment en vaisseaux de plus grands
calibres (artéres et veines) apres la mise en place d'une paroi constituée de plusieurs
couches de cellules musculaires lisses.*’

L'angiogenese physiologique survient pendant la croissance et la réparation des tissus
chez 1’adulte, ainsi que pendant le développement. L'angiogenese pathologique est
observée dans une grande variété de maladies, tel que les maladies cardiaques, le
cancer, les maladies vasculaires et le diabéte.

Différents stimuli présents dans un environnement tumoral entrainent la production des
molécules angiogéniques afin de contrdler la formation des nouveaux vaisseaux par
différents mécanismes. Certains de ces facteurs angiogéniques agissent principalement
par une action directe sur les CE, comme le VEGF et le FGF, afin d’initier et d’induire
la croissance vasculaire. D’autres facteurs tel que le TGF-B, le PDGF et 1’Ang-1

peuvent attirer les cellules du tissu conjonctif comme les pericytes et les cellules du
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muscle lisse pour contrdler la stabilisation et la maturation du réseau vasculaire
néoformé. D'autres intervenants cellulaires comme les monocytes, les cellules T, les
neutrophiles et les plaquettes jouent également un rdle important dans 1'induction et la
régulation de l'angiogenése. Différentes cellules souches/progénitrices sont également
recrutées au niveau des sites ischémiques et jouent un role crucial dans le processus de
I'angiogenese. En effet, des études précliniques ont montré que les cellules souches
peuvent induire une néo-vascularisation dans les tissus ischémiques chez différents
modéles d’animaux.*® Les tumeurs solides ont besoin aussi de déclencher I'angiogencse
pour se développer et croitre. En réponse a différents signaux cellulaires, la tumeur
passe ainsi de la phase prévasculaire a la phase vasculaire, phénomene appelé «switch
angiogénique».49 Grace a sa vascularisation la tumeur peut se nourrir, s’oxygéner et se
mobiliser afin de se rendre aux organes ¢loignés et initier des métastases. Le
développement de la vascularisation par l'angiogenése se produit progressivement,
d'abord, un réseau dense, immature, intercalé de nouveaux vaisseaux qui se
développent par la germination récursive des bourgeons «sprouts» et leur fusion.
Ensuite, le réseau est remodelé en un réseau plus hiérarchisé avec une circulation
sanguine. Plusieurs mécanismes moléculaires ont été identifiés dans la régulation de
ces branchement ou ramifications vasculaires incluant les cellules se trouvant a la
pointe du bourgeon «Tip cell» et les cellules de la tige «Stalk cell». Le développement
du systéme vasculaire embryonnaire requiert un contrdle strict durant la naissance et la
croissance des CE qui sont impliquées dans la migration et la ramification de la
vascularisation précoce. La fonction de la cellule endothéliale se trouvant a la pointe du

bourgeon est d'explorer l'environnement grace a une expression moléculaire bien
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spécifique (VEGFR-2, Wnt et Notch),”® tandis que les cellules de la tige proliférent et

. .51
forment la lumiére vasculaire
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Figure 4: Les différentes étapes du processus angiogénique

1.2.2 Les facteurs angiogéniques

Les molécules angiogéniques, qui agissent par interaction avec des récepteurs a la

surface des CE, sont essentiellement des facteurs de croissance, tels que le VEGF, le

facteur de croissance des fibroblastes (FGF), le facteur de croissance transformant béta

(TGF-B), le facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF) et le facteur de

croissance analogue a l'insuline (IGF). Elles interviennent dans différentes étapes du

processus angiogénique.
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Les facteurs pro-angiogéniques (Tableau I) jouent un rdle essentiel dans la migration et
la prolifération des CE. Ils sont, pour la plupart, sécrétés par les cellules tumorales
mais peuvent aussi I’étre par des cellules du stroma tissulaire normal comme les

macrophages ou les fibroblastes.”*>

La MEC est également un réservoir considérable
pour les facteurs régulateurs de 1’angiogenese.

Les facteurs anti-angiogéniques quand a eux agissent sur les CE en inhibant leur
migration, leur prolifération et leur capacité a former des capillaires fonctionnels.
Certains de ces inhibiteurs endogenes sont des fragments issus de la protéolyse de
grosses protéines, comme |’angiostatine (fragment du plasminogéne),”**> I’endostatine
(issue du collagene XVIII), Les PAIs (plasminogen activator inhibitors) et les TIMP
(tissue inhibitors of metalloproteinases).’® Parmi les facteurs angiogéniques, on

retrouve aussi les récepteurs tyrosine kinases (RTK) qui jouent un réle important dans

le maintien de la structure et la fonction vasculaire.
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Facteurs
Pro-angiogeniques
VEGF et
PIGF (placenta)
VEGF-C

VEGFR-1

VEGFR-2
VEGFR-3

EGF et
FGF

Angiopoietine-1 et
Récepteurs Tie2

NO synthase
PDGF-BB (Platelet
Derived Growth Factor)

et récepteurs
TGF-p et récepteurs

Intégrines

VE-cadherine

Activateur du
plasminogéne (tPA)

Métalloprotéinases
matricielles (MMPs)

Fonctions

Active les VEGFR,
augmente la perméabilité
des vaisseaux.

Stimule la
lymphangiogenése.
Stimule 1’organisation des
néo-CE.

Stimule la prolifération
des CE vasculaires.
Stimule la prolifération
des CE lymphatiques.
Stimule la prolifération
cellulaire.

Stabilise les néo-vaisseaux
par  mobilisation  des
muscles lisses.

Régule la perméabilité et
migration
cellulaire
Recrute les
musculaires lisses.
Stabilisation par
production de la matrice
extracellulaire autour des
néo-vaisseaux.

cellules

Récepteurs pour
macromolécules
matricielles et MMPs.
Molécules de jonction
entre les CE.

Favorise la  migration

cellulaire et le remodelage
matriciel.
Remodelage matriciel.

Facteurs
Antiangiogeniques
VEGFR-1
NP-1
Angiopoietine-2

Thrombospondine -1

Thrombospondine -2

Angiostatine
Endostatine

TGF-p et récepteurs
Calreticuline

Platelet factor-4

TIMPs

Interférons
Certaines Interleukines

Prothrombine

Tableau I: Exemples de facteurs pro- et anti- angiogéniques.
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Fonctions

Capture des VEGF.
Capture des VEGF.
Antagoniste de Ang-1
(induit la régression des

vaisseaux).

Type 1 repeats (TSR-1) :
inhibe la migration
cellulaire, la

multiplication, 1’adhésion
et la survie.
Provoque I’apoptose.

Inhibe la migration
cellulaire.
Inhibe la survie et la

migration cellulaire.
Action anti-oncogénique.
Inhibe la croissance de
I’endothélium.

Inhibe la reconnaissance

de VEGF et FGF.

Inhibent les
métalloprotéinases
matricielles.

Inhibent la  migration
cellulaire.

Inhibent la  migration
cellulaire.

Inhibe la croissance de
I’endothélium.




1.3 Les récepteurs tyrosines kinase (RTK)

Les récepteurs de type tyrosine kinase, désignés habituellement par RTK sont des
protéines transmembranaires possédant une région extracellulaire impliquée dans la
reconnaissance et la fixation du ligand et un domaine intracytoplasmique a activité
tyrosine kinase (TK). Ces deux domaines sont reli€s entre eux par une région
transmembranaire (une séquence hydrophobe) permettant au récepteur d’étre ancré
dans la membrane (Figure 5). IIs sont formés de deux sous-unités (ou plus) qui lors de
la stimulation par un ligand spécifique provoque la dimérisation (ou multimérisation)
du récepteur qui s’autophosphoryle sur des tyrosines spécifiques de son domaine
intracellulaire. Ces phosphorylations enclenchent des réactions enzymatiques qui
seront a l'origine de divers effets biologiques observés et mettent en jeu un ensemble
de voies de signalisation complexes. Une fois que le récepteur est phosphorylé, la
cellule va I’internaliser par endocytose, le dégrader ensuite dans un lysosome ou le

recycler a la surface de la cellule.
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EGFR Ki'gR PDGFR FGFR VEGFR Met Trk Eph Axl

Figure 5: Principaux RTK impliqués dans la vasculogenése et 1'angiogenese. Les
structures des récepteurs sont représentées schématiquement et leurs grands domaines
protéiques sont indiqués : Domaine riche en cystéine, Domaine
transmembrannaire, Domaine TK ' Région immunoglobuline, ~ Région

fibronectine de type III.

1.3.1 RTK et angiogenése

[’activation des CE ainsi que la stimulation de leur migration et de leur prolifération
au cours de I’angiogen¢se se font via des facteurs de croissance qui se lient a des
récepteurs membranaires. Ces récepteurs sont capables d’initier directement des
cascades de réactions et d’interactions moléculaires impliquées dans la transmission du
signal. Les RTK qui sont directement impliqués dans 1’angiogenése incluent entre
autres les récepteurs pour le VEGF, le FGF, le PDGF, I’Ang-1, I’Ang-2, le HGF
(facteur de croissance des hépatocytes) et les Eph (éphrines). La compréhension de la

biologie de ces facteurs de croissance et de leurs récepteurs sur les CE ainsi que leur
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implication dans 1’angiogenese, en fonction du microenvironnement ou des différentes
conditions physiologiques, favorisent le développement de meilleures thérapies ciblées
possibles. L’inhibition de P’activité de ces récepteurs est devenue un objectif dans le
développement de médicaments anticancéreux. Les agents antiangiogéniques utilisés
actuellement comprennent des inhibiteurs de la voie de signalisation du VEGEF, y
compris les anticorps monoclonaux, des inhibiteurs de tyrosine kinase (TKI).
L’utilisation des thérapies anti-RTK s’est avérée efficace. Par exemple, la thérapie
anti-VEGF par I’ Avastin (bévacizumab), chez les patients atteints d'cedéme maculaire,
due a une rétinopathie diabétique et les occlusions veineuses, a permis une nette
amélioration de leur vision. Pourtant, cette stratégie pourrait €tre préjudiciable a
l'intégrité vasculaire dans le cas de thérapie contre le cancer parce que l'inhibition de
I'angiogenese physiologique par l'inhibition du VEGF ou de la signalisation liée au
VEGEF risque de provoquer des troubles cardiaques, neurologiques et néphrologiques.

Un des RTK les plus étudiés est le récepteur au VEGF (VEGFR) qui a fait I’objet de
plusieurs travaux de recherche sur l'angiogenése. Les récepteurs aux angiopoiétines,
Tie, sont les deuxiemes RTK en importance dans le développement du systéme
vasculaire. Ces deux familles de RTK régulent la croissance, la formation et la
maturation du réseau vasculaire au stade embryonnaire et joue un rdle clé dans la
régulation de l'homéostasie vasculaire chez I’adulte. La structure et la régulation
spatio-temporelle de l'expression de ces récepteurs et de leurs ligands témoignent de

leur importance dans la fonction du systéme vasculaire.’’
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1.4 Facteur de croissance de 1'endothélium vasculaire

(VEGF)

Le VEGF joue un role majeur dans la formation des vaisseaux sanguins et de leurs
ramifications. C’est en 1983 que le VEGF a été décrit pour la premiére fois par Senger
et collaborateurs.”® Ils ont partiellement purifié¢ une molécule sécrétée par les lignées de
cellules d'hépatocarcinome qui augmentait 1'extravasation du bleu d’Evans dans la peau
des cochons d'Inde lorsqu’ils sont injectés par voie intraveineuse. Cependant, la
structure de la protéine et la séquence d'acides aminés de ce facteur n’ont été décrites
qu'en 1990 par le méme groupe. Ce peptide a été appelée facteur de perméabilité
vasculaire (VPF) ou vasculotropine, car il augmente l'accumulation interstitielle du
colorant injecté et stimule la production d'ascite.” Le méme groupe avait montré que le
VEGEF stimule 1'angiogenese et qu’il était aussi un mitogene puissant et spécifique des
CE.® Dans la méme année, les séquences complétes d'ADN complémentaires codant
pour le VEGF et le VPF ont confirmé qu'il s’agissait de la méme molécule.®’** Plus
tard, un autre groupe a démontré que la méme molécule stimulait la migration des

CE.®

1.4.1 La famille du VEGF

La famille du VEGF est composée de 7 protéines qui ont ¢été¢ identifiées chez
différentes especes. Cette famille comprend le VEGF-A, le VEGF-B, le VEGF-C, le
VEGF-D, le VEGF-E, le VEGF-F et le facteur de croissance placentaire (PIGF)

(Figure 6).°%%° Le VEGF-A est le plus répandu et le plus étudié et se lie aussi bien au
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VEGFR-1 qu’au VEGFR-2. Le VEGF-B (ou VEGF-related factor, VRF) a été cloné et
caractérisé en 1996.% 11 est structurellement similaire au VEGF et au PIGF. Chez la
souris, le VEGF-B existe en deux isoformes, générées par épissage alternatif, de 167 et
186 acides aminés (homodimeéres de 21 et 32 kDa, respectivement), qui peuvent se lier
au VEGFR-1 mais pas au VEGFR-2 ni au VEGFR-3. Le VEGF-B est trés abondant
dans le cceur, le muscle squelettique et le pancréas.®” Il a été associé & la formation de
métastases dans les nodules lymphatiques du cancer colorectal, mais son role dans la
progression tumorale n'a pas été complétement éclairci.®® En 1996, Olofsson et Joukov
ont publié les séquences d'acides aminés de deux autres protéines, le VEGF-C et le
VEGF-D qui promeuvent la mitogenese et la survie des CE lymphatiques et semblent
étre nécessaires pour une croissance endothéliale lymphatique.®® Les VEGF-C et-D
lient les récepteurs VEGFR-2 et -3 ainsi que la NRP-2.""° Les VEGF-E et -F sont
deux homologues du VEGF qui ont été découverts dans le génome du parapoxvirus
ORF (ORFV) et dans le venin de plusieurs types de serpents, respectivement.’"’* Le
VEGE-E et la plupart des variantes des VEGF-F lient exclusivement le VEGFR-2.7""
Le PIGF (45 kDa) a été purifié¢ peu de temps apres le VEGF avec lequel il a environ
50% d’homologie.’® Il présente une haute affinité pour le VEGFR-1 tout comme pour
le VEGE-B.””® L’activation de ce récepteur sur les péricytes ou les cellules
musculaires lisses (CML) stimule le recouvrement et la stabilisation des capillaires.”
La complexité de la signalisation par le VEGF est amplifiée par le fait que certains
membres de la famille sont traités d’une fagon post-traductionnelle et post-
transcriptionnelle, donnant lieu a de nombreuses isoformes ayant des propriétés de

liaison trés distinctes.®*%!
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VEGFR-1 VEGFR-2 VEGFR-3

Domaine

Extracellulaire

Domaine

Tranmembranaire

Domaine Kinase

Figure 6: Structure des récepteurs au VEGF et leurs ligands.

1.4.2 Les isoformes du VEGF-A

Le géne du VEGF humain est localisé sur le chromosome 6 (6p21.3), il est organisé en
huit exons qui sont séparés par sept introns.
aboutit a la formation de plusieurs isoformes, les plus communes étant constituées de
121, 145, 165, 189 et 206 acides aminés nommées respectivement VEGF121,
VEGF145, VEGF165, VEGF189 et VEGF206 (Figure 7). Le géne du VEGF murin
posséde un acide aminé en moins que chez I’homme.** Les différentes isoformes ont

des propriétés biologiques spécifiques qui dérivent de leur capacité de liaison a

I’héparine et au protéoglycan.®®

82,83

27

L’épissage alternatif de son ARNm



Le VEGF121 est impliqué dans la migration des angioblastes pendant la formation de
l'aorte dorsale chez le xénope.® Alors que le VEGF189 intervient dans la maintenance
et la spécification vasculaire.*® Le VEGF121 et le VEGF165 sont sécrétés dans
l'environnement extracellulaire tandis que les VEGF145, VEGF189 et VEGF206 sont
associés a la cellule ou a la matrice grace a leur affinité pour 1’héparine. L'isoforme
prédominante est le VEGF165 qui est également le plus puissant stimulant de
I’angiogenése.®*” Le VEGF165 appelé aussi VEGF-A ou VEGF a initialement été
décrit comme étant le facteur de perméabilité™ et de croissance spécifique des CE. Il a
¢té impliqué dans de nombreux processus au cours du développement embryonnaire,
I’angiogenese, la vasculogenése et 1’hématopoiese chez les vertébrés et non vertébreés.
1 contrdle la formation des vaisseaux sanguins au cours du développement postnatal.®-
111 est impliqué dans la prolifération, la migration et la survie des CE.”* La perte d’un
seul allele du VEGF entraine une 1étalit¢ embryonnaire précoce, chez la souris, entre
E9.5 et E11.5%%*% Alors qu’une surexpression du VEGF chez des souris transgéniques
conduit a des anomalies séveres du développement cardiaque et a la mort entre E12,5
et E14.

La fixation du ligand provoque la signalisation transmembranaire et génére ainsi des
réponses et des voies de signalisation cellulaire distinctes.”* Le VEGF est un régulateur

9395 ot exerce ses fonctions en se

majeur du développement vasculaire embryonnaire
liant a deux récepteurs tyrosine kinases, le récepteur au VEGF (VEGFR-1) et le
VEGFR-2.”® 11 peut lier aussi des corécepteurs comme la neuropiline 1 (NP-1) et la

neuropiline 2 (NP-2)."® Les différentes isoformes du VEGF se lient avec différentes

affinités aux récepteurs tyrosine kinase VEGFR-1, VEGFR-2 et VEGFR-3.
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Figure 7: Différentes isoformes du VEGF suite & I’epissage alternatif.®

1.4.3 Le VEGF et ses récepteurs

Il existe trois récepteurs de la famille du VEGF a activit¢ TK: VEGFR-1 (fms-like
tyrosine kinase-1, Flt-1),”'% VEGFR-2 (fetal liver kinase-1, Flk-1) pour sa version
murine ou KDR (kinase insert domain containing receptor) pour son homologue
humain'”" et VEGFR-3 (fms-like tyrosine kinase-4, Flt-4).' Chez I’adulte, le
VEGFR-1 et le VEGFR-2 sont exprimés essentiellement au niveau des CE vasculaires,
tandis que le VEGFR-3 est localis¢ principalement au niveau de 1’endothélium
lymphatique. Chaque sous-type de la famille du VEGF (VEGF-A, -B, -C, -D, -E, -F et

PIGF) peut se lier a I'un ou plusieurs de ces récepteurs ce qui résulte en diverses
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fonctions biologiques (prolifération, survie, perméabilité, migration,

lymphoangiogenése et angiogenese).

1.4.3.1 Le VEGFR-1

Le VEGFR-1 lie le VEGF-A avec une affinité supérieure a celle du VEGFR-2.'®
Pourtant son activité¢ tyrosine kinase n'est que faiblement induite. Parmi les
mécanismes identifiés pour expliquer la faible activité tyrosine kinase du VEGFR-1, il
y a la présence d’une séquence répressive dans le domaine juxtamembranaire du
récepteur.'™ Les propriétés structurelles de la boucle d'activation du VEGFR-1'? ainsi
que le manque de résidus tyrosine a régulation positive contribuent a la faible activité
kinase du VEGFR-1'". En revanche, le VEGFR-1 peut réguler la signalisation au

niveau des CE via sa dimérisation avec le VEGFR-2.'"

1.4.3.2 Le VEGFR-3

Le VEGFR-3 est synthétisé sous la forme d'une protéine précurseur de 195 kDa. Le
précurseur est clivé au niveau du cinquiéme domaine de type immunoglobuline (Ig),
générant ainsi un peptide qui reste lié a la protéine mére par un pont disulfure'®
(Figure 5). Ce récepteur est activé suite a la liaison au VEGF-C et VEGF-D. Il joue un
role essentiel dans les CE lymphatiques, mais son expression dans les CE est
également induite lors de l'angiogenése,'” soit dans le systéme vasculaire tumoral ou

dans les CE de la pointe du bourgeon angiogénique dans la rétine en développement.''

1l existe plusieurs études décrivant les hétérodiméres du VEGFR-2 et du VEGFR-3.'"""

7] est intéressant de noter que les hétérodiméres fonctionnent différemment des
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homodimeéres. En effet, il a été indiqué que le VEGFR-3 a besoin d'étre associé au
VEGFR-2 afin d’induire certaines réponses cellulaires au VEGF-C et au VEGF-D.
D'autre part, les homodiméres du VEGFR-3 ont été impliqués dans 1'organisation

tridimensionnelle des CE et la formation de la lumiére vasculaire.''*

1.4.3.4 Le VEGFR-2

Le géne du VEGFR-2 (200-230 kDa) est situé sur le chromosome 4 chez I’homme et
sur le chromosome 5 chez la souris. Il est indispensable au cours du développement
embryonnaire, car des embryons de souris Flk-1 négatives meurent entre les jours E8.5
et E9.5, dii a I’absence des CE matures.'®" Suite a la liaison du VEGF a son récepteur
VEGFR-2 dans les CE, une gamme compléte de réponses cellulaires est déclenchée
telles que la survie, la prolifération, la migration et la formation du tube vasculaire. En
plus du VEGEF-A, le VEGFR-2 lie le VEGF-C et le VEGF-D.'" La fixation du ligand
implique les domaines extracellulaires de type Ig 2 et 3 du VEGFR-2. Le VEGFR-2
possede une forte affinité pour le PIGF et le VEGF-E est le seul ligand connu pour se
lier uniquement au VEGFR-2. En plus des CE vasculaires et lymphatiques, le VEGFR-
2 est exprimé par les mégacaryocytes et les cellules souches hématopoiétiques.''® Le
VEGFR-2 sous sa forme soluble (sVEGFR-2), résultat de 1’épissage alternatif, est
présent dans divers tissus comme la peau, le cceur, la rate, les reins, I'ovaire et dans le
plasma humain et murin.'"” Le sVEGFR-2 lie le VEGF-C et empéche ainsi sa fixation
au VEGFR-3 ce qui inhibe la prolifération des CE lymphatiques.''® La dérégulation de

sVEGFR-2 accompagne la progression du neuroblastome.''”'® 1l peut également
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contribuer a la maturation des vaisseaux en régulant la migration cellulaire et la

. 121
couverture murale vasculaire.

1.4.3.4.1 Signalisation intracellulaire du VEGF/VEGFR-2

Le VEGF se lie au domaine extracellulaire du VEGFR-2 qui va se dimériser et certains
résidus tyrosine du domaine intracellulaire seront phosphorylés. Suite a cette liaison
ligand-récepteur, divers signaux intracellulaires sont induits (Figure 8) et favorisent
ainsi la prolifération, le chimiotactisme, la perméabilité, la migration et 1'inflammation
cellulaire.'”*'** Toutes ces réponses physiologiques peuvent étre médiées entre autre
par la production du monoxyde d’azote (NO) par les CE. Pour induire la production de
NO au niveau de la cellule endothéliale, le VEGF active la phosphatidylinositol 3-
kinase (PI3K) entrainant la phosphorylation d’AKT qui phosphoryle a son tour la
synthéase endothé¢liale de NO (eNOS) augmentant ainsi l'activité enzymatique d'eNOS
et la production de NO.'**

Le VEGEF est aussi un mitogéne trés puissant qui induit la prolifération cellulaire
via D’activation des MAP kinases (Mitogen activated protein kinases) ou ERK
(extracellular-signal-regulated proteins kinases). La phosphorylation de la tyrosine Y-
1175 du VEGFR-2 permet la liaison de la phospholipase C (PLC) y via son domaine
Src homology-2 (SH2). L’activation de PLCy permet I’hydrolyse du phospholipide
membranaire phosphatidylinositol (4,5)-biphosphate (PIP2) et la génération des
messagers secondaires: diacylglycerol (DAG) et inositol (1,4,5)-triphosphate (IP3). Le
DAG est un activateur physiologique des protéines kinases C (PKC) classiques et

nouvelles, impliquées dans I’activation de ERK, via Raf et MEK 1/2. Cette voie joue
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¢galement un role essentiel dans 1’activation de la phospholipase cytosolique A2
(cPLA2) ce qui conduit a la génération de la prostacycline (PGI2).'*

Le VEGF est un facteur assurant la survie dans les CE vasculaires. Des vaisseaux
immatures requierent des signaux de survie cellulaire en I’absence desquels une

apoptose est induite. Le VEGF initie des signaux de survie cellulaire'**1?’

tels que
I’activation de la phosphoinositol 3-kinase (PI3K) et de son médiateur, la kinase
antiapoptotique AKT/protéine kinase B (PKB).'**"*° En effet, ’activation du VEGFR-
2 par le VEGF meéne a I’activation de 1’enzyme PI3K et la production du PIP3 qui
fonctionne comme un signal de recrutement membranaire d’AKT et de PDKI
(phosphoinositol-dependent kinase-1) et permet ainsi I’activation d’AKT. La forme
activée d’AKT retournera au cytoplasme pour phosphoryler et inhiber 1’activité¢ des
protéines pro-apoptotiques telles que Bad, Bax et caspase 9 et ainsi augmenter le
niveau de certaines protéines anti-apoptotiques comme AKT! et Bcl-2.°%"! Ces
signaux de survie font également intervenir la VE (vascular endothelial)-cadhérine qui
est présente au niveau des jonctions entre les CE."**'* Le groupe de Carmeliet a
démontré, dans les CE des souris déficientes en VE-cadhérine, que la transmission du
signal de survie cellulaire induit par le VEGF-A via AKT et Bcl2 est abolie lorsque la
VE-cadhérine est absente ou en présence d’une version tronquée de la VE-cadhérine.'
En effet le complexe formé avec le VEGFR-2, B-caténine et PI3K est nettement réduit
en absence de la VE-cadhérine fonctionnelle ce qui induit I'apoptose endothéliale. Ceci
prouve l'importance du complexe VE-cadhérine/B-caténine dans le controle de la

survie endothéliale. Afin d’éviter la mort cellulaire programmeée causée par le manque

d’adhésion,* la liaison des intégrines au VEGFR-2 permet aussi la survie cellulaire
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via ’activation de la protéine kinase des contacts focaux, FAK. C’est une protéine
connue pour son role dans le maintien des signaux de survie dans plusieurs types de

cellules adhérentes dont les CE.'*

En effet, au sein de nouveaux foyers d’adhésion
dans les CE, le VEGF induit une augmentation du recrutement et de la phosphorylation
FAK qui permettra un ancrage de la cellule a la MEC et induira des signaux de survie
cellulaire.

Il a été démontré dans plusieurs études que le VEGF augmente la perméabilité
vasculaire dans les micro-vaisseaux suite a une activation de son récepteur VEGFR-2
sur les CE.2***%6137 En aval du VEGF/VEGFR-2, la PLCy est activée entrainant la
production d’un afflux de Ca’" a travers la membrane plasmique grice a des canaux
cationiques. Par ailleurs, IP3 se lie a un récepteur spécifique présent sur le réticulum
endoplasmique, ce qui induit la libération du calcium Ca®" et va permettre la
production de NO, inducteur de la perméabilité vasculaire.*’

Le VEGEF est aussi un facteur pro-migratoire important. Suite a une activation du
VEGFR-2 et la phosphorylation d’AKT sur la Ser473, eNOS est phosphorylé sur la
Ser1177 (humain et murin). Cette phosphorylation activatrice d’eNOS va mener a la
production de NO et une augmentation de la perméabilité mais aussi de la migration
cellulaire.”® 11 a ét¢ montré que la signalisation par VEGF/VEGFR-2 induisait
¢galement [’activation de plusieurs intégrines ce qui augmente I’adhésion et la
migration cellulaire.'**'*°
Le VEGFR-2 est aussi le récepteur majeur a travers lequel le VEGF régule

I'angiogenese et la vasculogeneése. Ce récepteur est essentiel a la fois pour

I'homéostasie et le développement vasculaire sanguin et lymphatique.'’
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D’autres récepteurs de la famille du VEGF, dépourvus d’activité TK, ont récemment
¢été identifiés. Il s’agit des Neuropilines (NRP), qui sont considérées comme des co-
récepteurs des isoformes du VEGF.”® La VE-Cadhérine, les intégrines et les héparanes

sulfate peuvent aussi jouer le role de corécepteurs pour le VEGFR-2 pour moduler son

activité.
VEGF
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Figure 8: Les voies de signalisations du VEGFR-2 voir '*!

1.4.4 Les corécepteurs au VEGFR-2

Différents complexes de récepteurs/co-récepteur sont formés lors de 'activation avec le
VEGF. Le couple VEGF/VEGFR-2 permet I’interaction, de maniére isoforme-
spécifique, avec d’autres protéines exposées a la surface cellulaire qui vont agir comme

co-récepteurs dans la signalisation angiogénique. Les Neuropilines -1 et -2 (NRP-1, -
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2)'*, les intégrines'*’, I’Ephrine-B2'** et 1’Héparane sulfate protéoglycanes (HSPG)'*

sont les co-récepteurs les mieux caractérisés.

1.4.4.1 Les neuropilines

Les neuropilines (NRPs) sont des glycoprotéines exprimées a la surface cellulaire et
qui agissent comme des récepteurs ou des co-récepteurs pour deux classes de ligands:
les semaphorines de classe 3 (SEMA3) et certains sous-types de la famille du VEGF.
IIs étaient identifiés originellement dans les cellules neuronales, ils sont aussi exprimeés
par les CE ou ils agissent comme co-récepteurs pour le VEGF et augmentent 1’affinité
de la liaison du VEGF aux récepteurs.”® Les NRPs (NRP-1 et NRP-2) sont des
récepteurs de 120 a 130 kDa qui ne posseédent pas d’activit¢ TK a cause de leur court
domaine intracellulaire.'**'*” Les NRPs seules ne peuvent pas transmettre des signaux
intracellulaires et la formation des complexes avec des corécepteurs est nécessaire.'*™
150" Certaines formes solubles a I’état de monoméres pourraient agir comme des
antagonistes aux activités cellulaires induites par la fixation du VEGF a ses récepteurs.
En revanche, des diméres de la NRP-1 soluble favorisent les effets pro-angiogéniques
induits par le VEGF."”' La liaison du VEGF a la NRP-1 est trés spécifique et
I’inhibition de cette derniere dans les CE meéne a une diminution de la liaison au
VEGER-2 et a celle de son activité mitogénique.'>* La NRP-2 se lie spécifiquement au
VEGER-3 et joue un role important dans le développement du systéme lymphatique.'™
Malgré une homologie de structure, la NRP-1 et la NRP-2 ne présentent qu’une
homologie de 44% au niveau de leur séquence d’acides aminés.'*? Les souris

déficientes en NRP-1 ou NRP-2 présentent des défauts 1étaux lors du développement
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vasculaire et neuronal. Les NRPs sont exprimés a la fois par les vaisseaux matures et
, . 98,154-157 1>

en développement ainsi que par les CML, les CE normales et tumorales. D’une

maniére intéressante, certaines isoformes du VEGF se lient simultanément aux deux

récepteurs tels que le VEGFR-2 et la NRP-1, méme lorsque ceux-ci sont exprimés sur

les cellules adjacentes.'”® Cela pourrait étre nécessaire afin de promouvoir la migration

des CE, leur orientation et leur directionnalité et aussi lorsque les vaisseaux se forment

147,152

le long de trajectoires bien définies par les cellules nerveuses ou lors du guidage

des CE située a la pointe du bourgeon.”"'>

1.4.4.2 Les intégrines

Les intégrines sont des molécules d'adhésion cellulaire qui interviennent dans les
contacts cellules-matrice extracellulaire. Ces molécules peuvent détecter les forces
mécaniques émergeant de la MEC et les convertir en signaux permettant la modulation
de la survie cellulaire. En outre, les intégrines régulent I'activit¢é de nombreux
récepteurs de facteurs de croissance. Cette coopération entre les intégrines et les
récepteurs de facteurs de croissances est nécessaire pour la survie des cellules et
I’homéostasie tissulaire.'®® Le développement vasculaire est étroitement contrdlé par
les facteurs de croissance et leurs récepteurs, ainsi que par les intégrines et leurs
ligands de la MEC."*"'®? Le dépot de la membrane basale et les facteurs mécaniques de
la MEC transmis via les intégrines participent également a coordonner le
bourgeonnement et le remodelage vasculaire en conjonction avec la voie de

signalisation du VEGF.'® Compte tenu de leur structure transmembranaire, leur

capacité de former des associations avec des molécules adaptatrices et de se lier a des
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ligands extracellulaires, les récepteurs du VEGF et les intégrines sont bien placés pour
servir de poles fonctionnels au cours du processus angiogénique.'® Les intégrines
forment une famille de récepteurs de la MEC qui peuvent réguler, de fagon directe ou
indirecte, la fonction des CE en modulant la signalisation intracellulaire et
intercellulaire.'®"%” Les complexes formés par les intégrines et le récepteur au VEGF
représentent des axes centraux de signalisation lors de 1'angiogenese. L'activation du
VEGFR-2 ou q,f; induit I’association physique des deux récepteurs, ce qui peut aussi

étre important pour la phosphorylation du VEGFR-2.'%®

Les intégrines contenant la
sous-unité B3 se lient spécifiquement au VEGFR -2 et augmentent ainsi la signalisation
du récepteur.169 L'inhibition de a3 ou du VEGFR-2 diminue l'activation du VEGFR-2
et la formation du complexe.””'™ 11 a été rapporté que l'interaction g.B3/VEGFR-2
conduit a l'activation de SAPK2/p38, a la phosphorylation de FAK sur tyrosine ce qui

induit la migration des CE en réponse au VEGF.'""!7?

Récemment, il a été¢ montré que
la signalisation en aval des intégrines et du VEGF permettrait l'intégration et la
coordination du processus angiogénique dans son ensemble,'”” alors qu’au cours de la

réparation tissulaire, les intégrines o;3; et 0P, s’associent au VEGFR-2 et joue un role

modulateur de la lymphangiogenése.'™

1.4.4.3 Les héparane-sulfates

L’héparane-sulfate (HS) se lie de plusieurs facons au VEGF et module ainsi sa
biologie. Il peut aussi se lier a differents récepteurs et co-récepteurs tels que la NRP1.
Toutes les isoformes du VEGF-A (sauf VEGF-A121) lient I’'HS.'” En outre, il a été

montré que la quatrieme boucle-Ig du VEGFR-1 et les sixieme et septiéme boucles-Ig
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de VEGFR-2 interagissent directement avec I’HS.'”® La liaison des HS aux différents
complexes de signalisation permet d'augmenter leur stabilité.'”” En outre, la liaison du
VEGF a VEGFR-2 en trans par I’HS exprimé sur les cellules adjacentes, telles que les
péricytes, augmente 1'amplitude et la durée de signalisation probablement en bloquant

l'internalisation du récepteur.178

L’HS sert de réservoir pour les facteurs de croissance
qui sont libérés de facon contrdlée permettant la création d’un gradient.'” Ainsi, les
cellules situées a la pointe du bourgeon des vaisseaux sanguins en germination migrent
en réponse a ce gradient de VEGF qui est modulé par les interactions avec les HS.*
Cette liaison HS-VEGF/VEGF-R joue un rdole primordial dans le développement

vasculaire de la rétine de souris ° .

1.4.4.4 VE-cadhérine

La VE-cadhérine est une glycoprotéine membranaire intégrale exprimée exclusivement
dans les CE."®' Contrairement aux autres membres de la famille des cadhérines,
lI'expression de la VE-cadhérine au niveau des jonctions cellulaires est indépendante de
sa liaison a I3 -caténine, ce qui semble étre requis pour une stabilisation de la
jonction.'® C’est une molécule d’adhésion responsable de la formation des jonctions
adhérentes spécifiquement dans les CE.'® Cette régulation de ’adhésion par la VE-
cadhérine est cruciale pour I’assemblage efficace des structures vasculaires et le
maintien de I’intégrité du réseau vasculaire pendant I’angiogenese. L’expression de la
VE-cadhérine aux jonctions cellulaires permet 'adhésion intercellulaire d'une manicre
dépendante du calcium, inhibe la prolifération cellulaire (inhibition de contact) et

diminue la perméabilité cellulaire et la migration lorsqu'elle est surexprimée dans
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différents types cellulaires."®'*¢. Elle interagit avec le VEGFR-2 et cette interaction
est régulée par lap -caténine.'” Ceci a été démontré dans des études ou le domaine de
liaison entre la VE-cadhérine et la B-caténine a ét¢é modifié. En éliminant ce domaine,
la VE-cadhérine perd sa capacité de se lier au VEGFR-2 ce qui meéne a une apoptose
endothéliale.' La suppression génétique ou la troncation cytoplasmique de la VE-
cadhérine chez des souris cause la I1étalité embryonnaire au jour E9.5. En absence de la
VE-cadhérine, les complexes protéiques aux jonctions d’adhérence sont perturbés et
les CE sont incapables de former des structures vasculaires. Ces CE présentent
¢galement un taux ¢élevé d'apoptose probablement a la suite de la perturbation du signal
de survie induit par I’activation de la voie PI3K/AKT en aval du VEGF/VEGFR-2.”
La VE-cadhérine régule la signalisation du VEGFR-2 de différentes manicres.
Premiérement, elle retient le récepteur a la surface de la membrane cellulaire inhibant
sa phosphorylation, ce qui prévient son internalisation vers les compartiments de
signalisation intracellulaires.'® ' Ensuite, elle permet 1’association de différentes
phosphatases et atténue ainsi la phosphorylation des tyrosines au niveau du récepteur
VEGFR-2 ce qui résulte en une diminution de la signalisation.””’ En revanche, la
modulation de la VE-cadhérine par le VEGFR-2 est essentielle pour la perméabilité
vasculaire. L’activation du VEGFR-2 par le VEGF méne a une endocytose de la VE-
cadhérine a I’aide de la B-arrestine 2°° alors que I’activation de Tie2 par I’ Ang-1 inhibe

cette internalisation.'”?
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1.5 Famille des récepteurs Tie

Cette famille contient deux recepteurs Tiel et Tie2. Tie2 (Tyrosine kinase with
immunoglobulin-2 and EGF-like domain) connu aussi comme TEK (Tunica Internal
Endothelial Cell Kinase) est principalement exprimé sur les CE vasculaires. Tie2 lie
tous les ligands Angiopoiétines, alors que Tiel est un récepteur orphelin.'” Le
récepteur Tiel peut lier Tie2 et étre activé par le biais de la transactivation de Tie2."*
A son tour, Iactivité de Tie2 est modulée suite a sa liaison & Tiel qui joue un role
d'antagoniste en interférant avec l'interaction de 1’Ang-1 a Tie2. Les récepteurs Tie
sont des monomeres présentant un domaine extracellulaire de liaison au ligand, un
domaine transmembranaire et un domaine intracellulaire a activité tyrosine kinase
(TK). Tiel et Tie2 ont une structure similaire avec 33 % d’homologie dans le domaine
extracellulaire alors que les domaines intracellulaires sont constitués des domaines TK
qui sont plus conservés partageant 76% d’homologie de séquence. Les récepteurs Tie
se composent de trois domaines de type facteur de croissance épidermique (EGF)

flanqués par trois domaines Ig, suivi de trois domaines de type fibrinogeéne adjacents au

. . 195,196 (1o
domaine transmembranaire > (Figure 9).
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Figure 9: Structure des récepteurs Tie.

Contrairement a la plupart des RTK, ni I’Ang ni Tie2 ne subissent un changement de
conformation suite a leur liaison. L’analyse structurale a révélé que 1’Ang-1 et I’ Ang-2

97,198 ot leur interaction se fait au niveau d’une

lient le récepteur Tie2 sur le méme site.
petite interface ligand-récepteur. Ce domaine de liaison se compose de résidus
conservés au niveau du domaine de type fibrinogéne du carboxy-terminal (C-terminal)
de I’Ang et du domaine de type Ig-2 de Tie2. Seulement trois des 13 résidus du
domaine de liaison de Tie2 a 1’Ang-1 différent de celui d’Ang-2.""" 1l est évident
d'aprés le phénotype des souris déficientes en Tie2 que ces récepteurs sont d’une

importance majeure au cours du développement embryonnaire et spécifiquement lors

de la formation et la stabilisation vasculaire. Les souris déficientes en Tie2 décédent
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aux environs du jour E11.5 en raison d'anomalies cardiaques, d'cedéme et

. . 199,200
d’hémorragie.

1.5.1 Les Angiopoiétines (Ang)

Les Angiopoiétines sont des protéines solubles sécrétées. Elles existent sous forme de
diméres ou de multiméres. Les Angs sont composées d’un domaine amino-terminal (N-
terminal) en superhélice de type coiled-coil et un domaine C-terminal de type
fibrinogeéne grace auquel se fait la liaison au récepteur Tie2.

Le systeme des Angs via leur liaison a Tie2 contrdle plusieurs fonctions endothéliales
soit, la survie, la migration, I’angiogenése, la maturation et la stabilisation vasculaire.
L’Ang-1 peut entrainer aussi des réponses cellulaires via sa liaison aux intégrines mais
indépendamment de sa liaison au récepeur Tie2.*"' La famille des Angs comprend
quatre ligands (Ang-1, Ang-2 et Ang-3/4). Les Angs sont constituées d’un domaine N-
terminal comprenant deux résidus cystéines, suivi d’'un domaine en hélicen, d’un
peptide de liaison et d’un domaine homologue au fibrinogéne dans leur partie N-
terminale. Ce dernier est impliqué dans la fixation au récepteur et les multiples hélices
a forment des structures circulaires organisant les dmes  en oligomeres de tailles
variables.

Les souris déficientes en Ang-1 présentent le méme phénotype que des souris
déficientes en Tie2 et meurent aux environs du jour E9.5.'%7?% L’Ang-1 est
indispensable pour la stabilisation du réseau vasculaire. Au cours du développement et
méme chez 'adulte, une surexpression de 'Ang-1 conduit a un remodelage vasculaire
et une résistance a la perméabilit¢ vasculaire induite par des médiateurs
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inflammatoires.”***” Alors que 1’Ang-1 fonctionne comme une cytokine anti-
inflammatoire, 1’Ang-2 a une fonction pro-inflammatoire et joue le role d’antagoniste
pour I’ Ang-1 dans I’endothelium vasculaire.”**

L’Ang-2 augmente la perméabilité vasculaire et rend les vaisseaux sanguins plus

205,206

susceptibles a l'angiogenese. Par contre, sous certaines conditions, elle peut

, . . . .~ 207,208
également fonctionner comme un agoniste partiel de Tie2.*"”

L’Ang-2 est produite
par les CE et agit d’une maniére autocrine. Elle se trouve emmagasinée dans des
granules de stockage endothéliales comme les corps de Weibel-Palade ou elle

209

colocalise avec le facteur von Willebrand (VWF).”™ Le contenu des corps de Weibel-

Palade est libéré en réponse a la stimulation par des cytokines en cas d’inflammation

R . 205,209
ou de perméabilit¢ vasculaire.”

L’Ang-2 joue le rdle d’amorce ou de
sensibilisateur de 1'endothélium vasculaire aux cytokines exogénes pour induire une
déstabilisation vasculaire.”” On trouve une forte expression de I’Ang-2 dans la
vascularisation tumorale et il a été¢ suggéré que 1’Ang-2 peut agir en synergie avec

d'autres cytokines telles que le TNFo*%

et le VEGF pour promouvoir 'angiogenése et
la progression tumorale. La quantit¢ de 1'Ang-2 stockée dans les différents lits
vasculaires in vivo pourraient finalement dépendre du degré de réactivité ou de
réfraction d'un lit vasculaire a des cytokines inflammatoires ou angiogéniques
spécifiques. Par exemple, des quantités importantes d'Ang-2 sont emmagasinées dans
I'endothélium vasculaire des microvaisseaux du cerveau, tandis que celles stockées

dans les corps de Weibel-Palade du muscle squelettique ou la vascularisation du

myocarde sont a peine détectables.?
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L’Ang-3 et ’Ang-4 ont été clonées comme des orthologues humain et murin
respectivement. Elles partagent seulement 65 % d’homologie de séquence d’acides
aminés et semblent exercer des effets pro- ou anti-angiogéniques en fonction des

210

conditions expérimentales.”” L’Ang-3 a été rapporté comme un puissant agoniste de

Tie2 murin et favorise l'angiogenése au niveau de la cornée*"” ainsi que la croissance

des xénogreffes des tumeurs de gliome.*"

Cependant, il a ét¢ montré que la
surexpression de I’Ang-3 inhibe l'angiogenése tumorale et les métastases pulmonaires
dans les modéles de carcinome pulmonaire de Lewis et de carcinome mammaire.*'?
Dans les CE de la veine ombilicale humaine (HUVEC), le traitement avec I’Ang-4
recombinante inhibe la migration dirigée vers le VEGF et le FGF2 (bFGF) in vitro, et
inhibe aussi l'angiogenése induite par le FGF2 et le VEGF.?"® En revanche, dans le
méme type cellulaire (HUVEC), il a été rapporté par d'autres que I’Ang-4 induit la

migration cellulaire in vitro.*'’

De plus, une augmentation de 1’expression
cytoplasmique de 1’Ang-4 a été rapportée dans le cas des adénocarcinomes colorectaux
et gastriques chez 1’homme.*'**'® Toutes ces données suggérent que I’Ang-3 et I’ Ang-4
sont impliqués dans I'angiogenése mais leur contribution a la tumorigenese, leur role et
leur interaction avec d'autres facteurs angiogéniques ont besoin d’étre éclaircis.
Plusieurs ¢tudes dans la littérature concernant les activités de 1'Ang-3 et I'Ang-4 sont
parfois contradictoires et les résultats dépendent en grande partie du contexte cellulaire.
218 Cependant, il reste beaucoup & apprendre sur les mécanismes moléculaires et
l'activité biologique des Angs, spécialement 1’Ang-3 et I’Ang-4 ainsi que les membres

les plus récemment découverts de la famille des protéines de type angiopoiétines

(Angiopoietin-like).
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1.5.2 Les protéines de type angiopoiétines (Angptls)

Les Angptls sont une famille de glycoprotéines sécrétées présentant une forte
homologie avec les angiopoiétines et joue un role aussi dans la régulation de
l'angiogenése.”’’ Toutefois, les Angptls sont des ligands orphelins exprimés

spécifiquement par 1’endothélium.>'®*"

Elles ne peuvent pas se lier aux récepteurs des
angiopoiétines, Tiel et Tie2. A ce jour, la famille des Angptls est composée de sept
membres Angptls (1-7). Les Angptls et les Angs ont deux domaines en communs, un
premier domaine «coiled-coil» a l'extrémité NT et un deuxieme domaine de type

fibrinogéne a l'extrémité CT.**

Les Angptls font I’objet d’une attention considérable
en raison de leur possible implication dans l'angiogenese, le métabolisme des
lipoprotéines™' et 1’expansion des cellules souches hématopoiétiques in vitro. Les
souris déficientes en Angptl-4 présentent beaucoup d’hémorragie, d’cedéme,

218 .
En effet, chez ces souris, le

d’inflammation et une perméabilité vasculaire accrue.
complexe VEGFR-2/VE-cadhérine est altéré dans les CE ce qui induit une perturbation
des jonctions adhérentes. L’injection in vivo de 1’Angptl-4 recombinante humaine
protége contre la dissociation du complexe VEGFR-2/VE-cadhérine induite par le
VEGF.*** Trois partenaires moléculaires lient directement I’ Angptls-4 soit 1’intégrine

a5B1, la VE-cadhérine et la claudine.””

L’Angptl-4 est le membre de la famille des
Angptls le plus étudié car elle pourrait constituer une cible pertinente pour la protection

vasculaire thérapeutique visant a contrecarrer les effets du VEGF dans des maladies

vasculaires.
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1.5.3 Signalisation intracellulaire Ang-1/Tie2

Chez les souris déficientes en Ang-1 ou en Tie2, le réseau vasculaire est immature,
instable et manque de couverture cellulaire murale, ce qui laisse suggérer que la
signalisation Ang-1/Tie2 est essentielle pour le recrutement des cellules de soutien
(pericytes ou CML). L'effet antiperméable induit par la liaison de I’Ang-1 a Tie2 a été

rapporté dans différents contextes et il a été associ¢ a la stabilisation des jonctions

224,225 202,226

endothéliales , du cytosquelette et a la régulation d’autres voies de
signalisation cellulaire. Dans les CE, les multiméres d'Ang-1 se lient a Tie2 qui forme
a son tour des dimeres ou des multiméres, ce qui engendre son autophosphorylation.
Tie2 activé lie plusieurs autres effecteurs et protéines adaptatrices tel que Grb2 (growth
factor receptor bound protein-2), Dok-R ou Dok2 (downstream of tyrosine kinases),
eNOS et la sous unité p85 de la PI3K.**"*** Tie2 peut aussi recruter des phosphatases
comme SHP2**’ et VE-PTP (protéines tyrosines phosphatase vasculaire endothéliale)

qui provoquent sa déphosphorylation.”*

L’Ang-1 est un facteur de croissance qui
active Tie2 afin de promouvoir plusieurs réponses biologiques importantes pour la
croissance et le remodelage vasculaire.

La phosphorylation de Tie2 induite par I’Ang-1 permet 1’activation de la voie
PI3K et I’activation de la protéine kinase AKT. Cette voie permet I’activation des voies
impliquées dans la survie cellulaire telle que la survivine.>' Elle inhibe aussi les voies

pro-apoptotiques comme la caspase 9 et BAD.*?

L’activation d’AKT induit également
la phosphorylation et ’inactivation du facteur de transcription de type «forkhead»

(FOXO-1) qui contrdle I’expression de 1’Ang-2. Tie2 joue un role important dans

I’inflammation en recrutant l'inhibiteur du facteur nucléaire-xB (NF-«xB) (ABIN2 ou
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TNIP2). Ce recrutement conduit a une inhibition de la voie NF-kB importante dans
I’induction de I’expression des génes inflammatoires et de I'expression des molécules
d'adhésion telles que: ICAMI1, VCAMI et E-sélectine. L’Ang-2 augmente également
leur expression en bloquant la fonction de I’Ang-1. L’Ang-1 protége contre les chocs
endotoxiques induits par les lipopolisaccarides (LPS) et empéche ainsi la perméabilité
vasculaire.””® Elle bloque aussi l'expression et l'activité du facteur tissulaire (TF) qui
est un initiateur de la coagulation sanguine et réduit I'adhérence des leucocytes aux CE

stimulées par le VEGF.***

1.5.3.1 Quiescence et maturation des cellules endothéliales

Le maintien d’une quiescence et d’une stabilisation cellulaires endothéliales requiert
une association étroite avec les cellules péri-endothéliales (péricytes et CML).
L’activation de Tie2 augmente 1’expression de HB-EGF (Heparin-binding epidermal-
like growth factor) qui stimule la migration des CML de maniére paracrine.”>> Le
facteur de croissance HGF (hepatocyte growth factor) et la sérotonine semblent
¢galement constituer des cibles via lesquels 1’Ang-1 joue un role dans la migration des
CML. Néanmoins, Il a été rapporté que I’activation de Tie2 par I’Ang-1 permet la
survie et D’architecture adéquate du réseau vasculaire rétinien malgré 1’absence
compléte des cellules péri-endothéliales. Ceci montre que 1’Ang-1 agit via des
mécanismes alternatifs, autres que les cellules de soutien, pour assurer la stabilisation
vasculaire. Les effets fonctionnels de 1’Ang-1 peuvent étre dépendants ou indépendants
de sa liaison a son récepteur Tie2. Les intégrines constituent une de ces voies

alternatives de la signalisation par I’Ang-1. L’Ang-1 induit I’adhésion et 1'étalement
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des CE par l'intermédiaire des intégrines o,fp; et o,fs.” L’Ang-1 peut également

induire la survie des myocytes cardiaques déficientes en Tie2 d’une maniére intégrine-

291 7] est intéressant de noter que le récepteur Tie2 peut lui-méme lier

dépendante.
I’intégrine o,fB; afin de promouvoir l'angiogenése a la suite d’une stimulation par
1’Ang-1.2" Récemment, il a été aussi démontré que I'Ang-1 se lie a des monocytes et
induit la migration de ces cellules par un mécanisme qui est indépendant a la fois de
Tie-2 et des intégrines, mais qui nécessite I'activation de PI3K.**

Le phénotype quiescent des CE est maintenu par la signalisation intracellulaire
continue en aval de l’interaction Ang-1/Tie2. L’Ang-1 forme des associations de
plusieurs molécules de Tie2 au niveau des jonctions cellulaires inter-endothéliales et
participe a la survie de I’endothélium. L’Ang-1 induit des complexes uniques de Tie2
dans les CE en migration versus les cellules confluentes a 1’état de quiescence. L’Ang-
1 1ié a la matrice induit 1’adhésion cellulaire, la motilité et 1’activation de Tie2 au
niveau des contacts cellule-matrice. En revanche, dans les cellules confluentes 1’ Ang-1
induit la translocation de Tie2 vers les contacts cellule-cellule et permet la formation
des complexes homotypiques de type trans (Tie2-Tie2). Ces complexes comprennent
notamment la phosphatase VE-PTP ce qui conduit a une inhibition de la perméabilité
paracellulaire. Plusieurs protéines de signalisation ont été préférentiellement activées
par Tie2 au niveau des contacts entre les cellules ou entre les cellules et la matrice ou
I’Ang-2 inhibe l'activation de Tie2 induite par I’Ang-1. Des analyses a I’aide de
biopuces a ADN ont montré que des CE vasculaires stimulées a I’Ang-1 ont clairement
un profil d'expression génétique qui diffeére selon la présence ou I’absence des contacts

cellule-cellule, ce qui implique que la signalisation en aval de 1’Ang-1/Tie2 dépend
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étroitement de la localisation spatiale de Tie2. Ce nouveau type d'activation des RTK
dépendant du microenvironement cellulaire pourrait expliquer comment la voie de
signalisation de I’Ang-1/Tie2 joue deux rdles distincts et complétement contradictoires

dans la quiescence vasculaire et I'angiogenc¢se.

1.5.3.2 Migration et perméabilité des cellules endothéliales

L’activation de Tie2 stimule la migration des CE par 1’activation de la voie P13 kinase
qui inclut le recrutement des protéines adaptatrices Grb14 et Shp2 au récepteur Tie2.
Le recrutement des protéines Dok-R et Nck2 ou Grb4 par Tie2 semble également jouer
un role dans le contrdle de la migration des CE.***' La migration cellulaire
endothéliale serait induite suite a une translocation de Tie2 et de sa liaison a ’Ang-1 au
niveau de la MEC. Aux contacts cellules-matrice, la voie AKT se trouve bloquée, alors
que, Dok-R est phosphorylé. Dok-R activé interagit avec ras-GAP, Nck et Crk qui sont
toutes des molécules impliquées dans la migration cellulaire, la prolifération, la
réorganisation du cytosquelette et la régulation de la cascade de signalisation Ras.**
Les effets inhibiteurs de [’activation de Tie2 sur la perméabilit¢ endothéliale
impliquent plusieurs voies de signalisations en aval d’Ang-1/Tie2. Src participe a
I’augmentation de la perméabilité endothéliale induite par le VEGF en induisant la
phosphorylation et, par le fait méme, la redistribution de la VE-cadhérine. Il a été
démontré que la séquestration de Src par Tie2 par le biais de mDia (mammalian
diaphenous) prive le VEGFR-2 de cet acteur (Src) essentiel dans la perméabilité
endothéliale.'” L’Ang-1 agit comme un facteur de protection vasculaire en limitant

aussi l'adhérence des leucocytes et des neutrophiles ainsi que la transmigration a
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travers la barriére endothéliale.”*** Ainsi, l'axe de signalisation endothéliale Ang-
1/Tie2 pourrait jouer un role anti-inflammatoire clé dans diverses maladies comme
l'asthme, les rhumatismes et le choc septique. Il reste a déterminer si l'inhibition de
I’activation de Src via Tie2 agit, dans chacun de ces cas pathologiques, seule ou en
combinaison avec d'autres mécanismes potentiels tels que I'activation de PKCC,** des
GAP pour les RhoGTPases™ ou encore I’inhibition de la signalisation calcique.**®
Afin de comprendre comment 1’Ang-1/Tie2 augmente la stabilité¢ et I’'imperméabilité
endothéliale, il faut délimiter tous les mécanismes moléculaires spécifiques par
lesquels chaque catégorie de facteurs induit la perméabilité vasculaire afin de faciliter
l'identification des cibles supplémentaires dans le processus d'inhibition de la
perméabilité cellulaire par 1’Ang-1. Nous avons démontré que 1’Ang-1 peut exercer sa
fonction d'anti-perméabilité via une nouvelle voie de signalisation qui contrecarre la
perméabilité¢ induite par le VEGF via I’inhibition de la production du monoxyde

d’azote (NO) par les CE.**

1.6 Le monoxyde d’azote

Le NO est un gaz lipophile généré par la synthéase du monoxyde d’azote (NOS).
Ce médiateur gazeux a d’abord été identifi¢é comme le facteur relaxant dérivé de
I’endothélium (EDRF) par Furchgott et Zawadzki,> puis comme le NO.**?* La
libération du NO peut étre stimulée par une simple augmentation du flux sanguin
conduisant a l'augmentation des forces de cisaillement sur l'endothélium ou par des
agents tels que la bradykinine, la thrombine, l'acétylcholine, la sérotonine et le
VEGF.*
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Physiologiquement, le NO est synthétisé a partir de 1'acide aminé L-arginine. Il induit
directement la vasodilatation et la relaxation des CML vasculaires™' par I’activation de
la guanylate cyclase soluble (GCs). L’augmentation subséquente de la guanosine
monophosphate cyclique (GMPc) contribue a la relaxation des muscles lisses et au
maintien de la pression artérielle au repos. Le NO est également considéré comme une
molécule anti-athérogéne et anti-thrombotique grace a sa capacit¢ d’inhiber
l'agrégation plaquettaire, 1'adhérence des cellules inflammatoires, la prolifération des
CML et la régulation de la pression artérielle.”'*>* Une altération dans la production
de NO va entrainer la dysfonction endothéliale et le développement de plusieurs
maladies vasculaires.”® Dans le systéme cardiovasculaire, la synthése de NO par la L-
arginine peut étre bloquée pharmacologiquement par une variét¢ d'analogues de ce
dernier. Ces inhibiteurs de la NOS comme le NG-mono-méthyl-L-arginine (L-NMMA)
peuvent induire une vasoconstriction, la formation de thrombus et l'athérogenése.”**>>
En plus du NO, les CE génerent des anions superoxide O,. Les CE produisent
constamment de faibles niveaux de cet oxydant (O;) qui sont significativement
augmentés lorsque les cellules sont activées.”® L’inactivation des anions superoxide se
fait principalement par la superoxide dismutase (SOD). Pourtant le premier mécanisme
de la perte rapide de NO est son interaction avec le superoxide.””’ Si les niveaux d’O,
sont significativement ¢élevés, le NO entre en compétition avec O, pour se lier a la
SOD, une réaction qui limite la disponibilité de NO.****° Ceci réduit le NO qui est
remplacé par une production du peroxynitrite (ONOQ"), résultat de 1’intéraction de NO

avec I’Oy’, qui est aussi un oxydant trés puissant.
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Le NO comme plusieurs autres médiateurs antiathérogénes est un puissant
vasodilatateur dont la source majeure est 1'endothélium. Il exerce également des effets
anti-inflammatoires in vitro et in vivo tels que l'inhibition de D’expression des
molécules d'adhésion endothéliales (VCAM-1, ICAM-1), du facteur tissulaire (TF)*®
ainsi que la libération des chimiokines tel que la protéine-1 chimiotactique des
monocytes (MCP-1).! Le NO tout comme le ONOO™ modifient chimiquement les
acides aminés et les acides nucléiques bien spécifiques contenant un groupement thiol
(généralement des cystéines) de certaines protéines ou de simples peptides et de
modifier ainsi leurs fonctions.”** La nitrosylation par le NO est une des modifications
post-traductionnelles qui joue un role important dans la détermination de l'activité¢ de
certaines protéines. En effet, la nitrosylation de la B-caténine va causer sa dissociation
du complexe des jonctions d’adhérence.”® La nitrosylation de la dynamine augmente
son activité GTPase et facilite ainsi sa redistribution a la membrane ce qui a pour effet

d'augmenter l'internalisation des récepteurs de la surface cellulaire®®

alors que la
nitrosylation de c-Src augmente son activité kinase.”®

Le NO est crucial pour le maintien d’une pression artérielle normale ainsi que le
maintien d’un tonus artériel bas dans la circulation systémique et pulmonaire, au
repos.”®® Ainsi, de faibles concentrations de NO protégent les cellules contre l'apoptose
alors que des concentrations ¢levées causent la mort cellulaire comme dans le cas d'un
infarctus cérébral, du sepsis ou du diabéte. Il existe beaucoup de maladies vasculaires
associées a la formation accrue du superoxide par la NADPH oxydase.”*’?* Ainsi,

dans un endothélium dysfonctionnel on assiste a une diminution de NO en faveur

d’une libération d’O,". Un déséquilibre entre la production de NO et O, semble étre
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une caractéristique commune a beaucoup de maladies cardiovasculaires comme
l'insuffisance cardiaque.

La régulation de la production de NO dans les CE est trés complexe, elle peut se
faire par de multiples mécanismes, notamment le ciblage de I’enzyme eNOS, les
modifications postraductionnelles, la modulation des facteurs qui régulent l'activité de

NOS ou les interactions protéine-protéine.

1.6.1 Les synthéases du monoxyde d’azote (NOS)

La production NO est catalysée par une famille d'enzymes appelées NOS. Il existe trois
isoformes distinctes de NOS: de type 1 ou neuronale (nNOS), de type 2 ou inductible
(INOS) et de type 3 ou endothéliale (eNOS). Cette derniére a été initialement clonée et
identifiée dans les CE.

La transcription basale d’eNOS est controlée par deux régions régulatrices qui
lient différents types de facteurs de transcription. Ces régions contiennent également
des nucléotides méthylés qui limitent la transcription d’eNOS.?”° L'ARNm d’eNOS est
d'environ 4052 nucléotides et a une demi-vie de 10 a 35 heures. Par conséquent, la
synthese de la protéine est susceptible de persister longtemps aprés que 1'expression du
géne soit réprimée. La présence de sites consensus au niveau du promoteur d’eNOS

. . o - e s e 271272 4
fait que les niveaux de transcription génique d’eNOS sont élevés suite au stress,” > &

. 273274
l'exercice® >’

NI 275
ou i un état hypoxique.”’
Dans les vaisseaux sanguins, eNOS est une protéine membranaire périphérique,

trouvée dans tous les types de CE, qui peut étre activée par des forces mécaniques

(débit et pression). Le NO est produit par la conversion de la L-arginine en L-citruline.
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Plusieurs cofacteurs sont nécessaires pour cette réaction et permettent le transfert
d'électrons pendant l'oxydation de la L-arginine tels que: la nicotinamide-adénine-
dinucléotide phosphate (NADP), la flavine mono-nucléotides (FMN), la flavine
adénine dinucléotide (FAD), la calmoduline (CaM) et la tétrahydrobioptérine (BH4)
qui maintient la dimérisation d’eNOS. La synthéase endothéliale du monoxyde d’azote
se compose d'un domaine oxygénase a son extrémit¢ NT qui contient les sites de
liaison pour I'héme, la L-arginine et le BH4, ainsi qu'un domaine réductase ou se
trouve les sites de liaison pour la NADPH, la FMN, la FAD et la CaM (Figure 10).
eNOS est exprimée de fagon constitutive et I'enzyme active fait partie d'un complexe
multi-protéique formant le dimere NOS.

Le stress oxydatif et la présence des capteurs de NO, les ROS, réduisent la
disponibilit¢ de NO et causerait le découplage de NOS. En effet, plutét que la
production de NO, c’est le OF qui est généré suite a la dissociation du complexe
d'héme ferreux dioxygeéne du domaine oxygénase de NOS. Il a été proposé qu’une
augmentation de la production des cytokines et autres médiateurs de l'inflammation, en
association avec le stress oxydatif, aggrave la dysfonction endothéliale dans les
maladies cardiovasculaires et métaboliques endocriniennes. L'incapacité des vaisseaux
sanguins de produire ou de répondre au NO est un aspect majeur de la dysfonction
endothéliale. En effet, les souris déficientes pour le gene eNOS sont hypertendues et
cette hypertension est essentiellement associée a une réduction de la relaxation

endothéliale.
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Figure 10: Représentation schématique de la structure des trois isoformes de NOS et

de leurs différents sites de liaison aux cofacteurs.

1.6.2 Régulation de la synthéase du monoxyde d’azote endothéliale

(eNOS)

eNOS est une enzyme bien établie comme molécule de signalisation clé dans le
systeme vasculaire. L’activité d’eNOS et sa localisation subcellulaire sont contrdlées
par les interactions protéine-protéine, les fluctuations du calcium intracellulaire et les
modifications post-traductionnelles comme la myristoylation la palmitoylation et la
phosphorylation.

Les interactions protéine-protéine vont soit activer soit inhiber eNOS. Par
exemple la protéine de choc thermique 90 (Hsp90), une chaperonne moléculaire

ubiquitaire, est I’'une des protéines qui s’associe a eNOS et qui est bien étudiée.

56



L’association Hsp90/eNOS est d’abord importante pour le repliement correct de
la protéine eNOS. 1l a été démontré que cette interaction est aussi importante pour la
promotion de la réponse angiogénique et elle se trouve modulée dans diverses maladies

276279 g revanche, la liaison d’eNOS a la cavéoline va entrainer une

vasculaires.
inhibition de son activité enzymatique alors que sa liaison a la calmoduline en présence
du calcium intracellulaire déplace l'interaction inhibitrice d’eNOS avec la cavéoline-1
et favorise ainsi sa liaison a Hsp90, sa phosphorylation, son activation et par la suite la
production de NO. NOSIP est aussi un partenaire moléculaire d’eNOS qui va se lier a
sa région CT du domaine oxygénase. L’interaction de la protéine NOSIP a eNOS
favorise la translocation d'eNOS a partir des cavéoles vers les sites intracellulaires, ce
qui cause une diminution de la production de NO.?*

La localisation subcellulaire d’eNOS est aussi importante pour la régulation de
son activité. eNOS est principalement situé aux cavéoles ou son activité est plus élevée
par rapport aux formes associées au Golgi et au cytosquelette d’actine.”®!

Les modifications post-traductionnelles sont des mécanismes complexes et précis
de la régulation de I'activité¢ d’eNOS. L’enzyme est a la fois myristoylée au niveau du
domaine NT précisément sur le résidu glycine en position 2 et elle est palmitoylée au
niveau des résidus cystéines aux positions 15 et 26.”*2** La myristoylation d’eNOS lui
permet une localisation au niveau de l'appareil de Golgi ou elle y est palmitoylée.
Finalement, la protéine myristoylée et palmitoylée est destinée a la membrane des
cavéoles riches en cholestérol.

Les événements de phosphorylation et de déphosphorylation d’eNOS sont

étroitement régulés dans le temps afin de favoriser le fonctionnement optimal de
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I’enzyme. Différentes kinases (PKC, PKA AKT, AMPK) et phosphatases (PP2A, PP1)
vont s’associer a eNOS afin de réguler son état de phosphorylation (Figure 11). Les
¢vénements de phosphorylation vont entrainer soit une activation d’eNOS soit son
inactivation en fonction de la kinase impliquée et du site de phosphorylation d’eNOS.
L’activation d’eNOS exige la fixation du complexe calcium-calmoduline. Le calcium
provient soit des réserves intracellulaires ou a partir de l'influx du calcium du milieu
extracellulaire. La déphosphorylation d’eNOS est assurée par les phosphatases PP2A et
PPl agissant sélectivement et respectivement sur les Ser-1177 et Thr-497.% La

286287 qurvient

phosphorylation d’eNOS, au niveau de sérines et thréonines spécifiques
en réponse a une grande variété de stimuli mécaniques et pharmacologiques. Cette
régulation implique en plus des kinases et des phosphatases, des interactions avec
d'autres voies de régulation d’eNOS. Plusieurs kinases potentielles dont AKT, PKA et
I'AMPK ont la capacité de phosphoryler eNOS sur la Ser1179 (séquence bovine) et

Serl177 (séquence humaine).”*®

Cette phosphorylation activatrice cause une
augmentation marquée de la libération de NO. Par contre, la phosphorylation sur la
thréonine (Thr497 ou Thr495) inhibitrice par la protéine kinase C inhibe l'activité de

I’enzyme eNOS, 4252
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Figure 11: Les mécanismes de régulation de l'activité d’eNOS. La liason du ligand (L)
a son récepteur tramsmembranaire déclenche une cascade de signalisation
intracellulaire. L'activation des kinases (AKT, AMP, PKA, PKC) va induire la
phosphorylation d’eNOS et son interaction avec différentes molécules (HSP9O,
Cavéoline-1, NOSIP, Calcium (Ca"")/Calmoduline (CM)) ce qui va entrainer soit

l'activation (vert) ou l'inhibition (rouge) de 1'enzyme eNOS.

1.7 Les protéines kinase C (PKC) et la signalisation

endothéliale

La protéine kinase C a été découverte par Yasutomi Nishizuka en 1977. Les PKCs

appartiennent a la famille AGC (protéine kinase AMPc-dépendante (PKA)/protéine
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kinase G (PKG)/PKC).”' Les kinases AGC se composent d'un noyau catalytique dont
l'activité est contrélée par un domaine régulateur. Les PKCs sont des protéines
sérine/thréonine kinases, importantes dans la médiation de la signalisation a la surface
cellulaire”®. IIs jouent un réle clé dans de nombreuses fonctions cellulaires.””” La
dépendance de la famille des PKCs aux lipides a grandement facilité¢ l'identification
des activateurs en amont de ces kinases. Les régulateurs physiologiques des PKCs, y
compris les facteurs de croissance et les hormones, induisent la génération du
diacylglycérol (DAG) et la libération du Ca’" intracellulaire. La famille des PKCs est
composée de multiples isoformes qui fonctionnent dans une large variété de systémes
biologiques.””*

La famille des PKCs est subdivisée en trois catégories qui sont définies par des critéres
de classification se basant sur leurs propriétés de régulation et d'activation (Newton,
2001).

Les PKCs conventionnelles ou classiques (cPKCs) (PKC-a,-B1, f2-et-y) sont actives
par la phosphatidylsérine (PS), le Ca’’et le DAG ou les phorbol esters tels que le
phorbol 12-myristate 13-acétate (PMA). Un mécanisme similaire d’activation des
cPKCs s’applique pour les nPKCs, a l'exception qu'ils sont insensibles au Ca®’, les
PKCs nouvelles (nPKCs) (PKC-9, -¢, -0 et -n) sont activées par le PS, DAG ou PMA,
mais pas par le Ca”" et les PKCs atypiques (aPKCs) (PKCE et-vA) ne sont activés ni par
le Ca>" ni par le DAG ou le PMA.***?° Toutes les isoformes de PKC se composent
d'un domaine catalytique et d’un domaine régulateur contenant des sites de liaison pour
les activateurs de PKC. Ils régulent plusieurs fonctions vasculaires et sont essentiels a

I'homéostasie cellulaire et tissulaire. Etant donné leur role central dans 1'homéostasie
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vasculaire, il n'est pas surprenant que l'expression ou l'activité de certaines de ces
kinases soit altérée dans les maladies humaines, en particulier le cancer et des
pathologies affectant des vaisseaux sanguins (athérosclérose, cardiomyopathie,
rétinopathie, néphropathie et neuropathie). De multiples modifications de différentes
isoformes de PKCs causent plusieurs altérations et dérégulations des processus
cellulaires et vasculaires y compris la dysfonction endothéliale, la perméabilité
vasculaire, l'angiogenése, la croissance cellulaire, l'apoptose, la dilatation des
vaisseaux, l’épaississement de la membrane basale et l'expansion de la matrice
extracellulaire. Un défaut d’expression ou d’activité des PKCs entraine aussi des
altérations de l'activité enzymatique d'autres protéines telles que la protéine kinase
activée par les mitogenes (MAPK), la phospholipase cytosolique A2 (PLA2) ainsi que
I’altération de plusieurs facteurs de transcription. Des essais cliniques utilisant des
inhibiteurs de PKC ont ¢ét¢ menés avec quelques résultats positifs, notamment
I’utilisation d’un inhibiteur de I'isoforme PKCP qui est utilés e dans le cas de la
rétinopathie diabétique non proliférative et la néphropathie. L’activation des PKCs a
¢té associée aussi a une augmentation de la perméabilité aux macromolécules a travers
la barriére endothéliale.””’**® En outre, de nombreux travaux sur la régulation des
PKCs ont été faits dans un contexte d’hyperglycémie et de diabéte. Le groupe de
Inoguchi et collaborateurs a montré que le PMA inhibe les communications
intercellulaires au niveau des jonctions des CE de l'aorte bovine (BAEC).*”
L’activation des PKCs entraine également un dysfonctionnement de 1’endothélium par
une augmentation de la vasodilatation, de la modification de la biodisponibilité de NO,

de I’expression du VEGF et de son action sur la diminution de la production de la
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prostacycline, de la thromboxane (vasoconstricteur dépendant de la cyclogénase) et de
l'endothéline-1.%93
Les PKCs, via l'expression de facteurs de croissance tels que le VEGF, permettent de

303 1l a

moduler la perméabilité endothéliale vasculaire ainsi que la néovascularisation.
¢été rapporté que la PKCp est nécessaire pour induire la perméabilité des CE rétiniennes
en réponse au VEGF en modifiant la phosphorylation de I’occludine.’® Inversement,
les PKCs peuvent induire une vasoconstriction dans les CE de la rétine causée par une
augmentation de l'expression de I'endothéline-1 qui est un puissant vasoconstricteur.*”’
Il est aussi possible que l'activation des PKCs induise une augmentation de la
contractilit¢ du muscle vasculaire lisse comme ce qui a €té rapporté au cours du
diabéte.’”® De nombreuses études ont montré que l'activation des PKCs peut se faire
¢galement par une simple association a la membrane et 1’interaction avec d'autres
protéines. Ces interactions modifient ou stabilisent la conformation active des PKCs.

Ces divergences dans la fonction et la régulation des différentes isoformes de PKC

existent malgré une forte homologie de séquences entre elles.

1.7.1 Les PKC:s classiques (cPKC) et nouvelles (nPKC)

Les isoformes de cPKCs se composent d'un domaine régulateur NT contenant un
domaine de pseudo-substrat (PS), deux domaines C1 (Cla et C1b), un domaine C2 et
un domaine kinase C-terminal. Le domaine régulateur NT des cPKCs contient un site
de liaison au pseudo-substrat, un domaine C2 de liaison au Ca® * et deux domaines C1
qui peuvent se lier au DAG et aux phorbol-esters. L'activation des PKCs en général se

fait lorsque les niveaux de Ca’” et/ou DAG augmentent dans la cellule et ils se lient
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aux domaines C2 et C1 respectivement. Une fois recrutées a la membrane plasmique,
les cPKCs subissent un changement de conformation qui expose leur domaine kinase
lui permettant ainsi d’exercer sa fonction catalytique.

Les isoformes des cPKCs et des nPKCs sont structurellement conservées®' a
I’exception du domaine C2 des isoformes cPKCs qui lie le Ca®*, le méme domaine
dans les nPKCs ne le lie pas. Le domaine catalytique dans le CT est hautement
conservé entre les isoformes et contient le domaine de liaison a I'ATP, le site de liaison
du substrat, les trois sites de phosphorylation sur le domaine kinase (Figure 12). Les
différentes isoformes ont des effets divers dans la régulation cellulaire. L’utilisation de
différentes approches telles que la surexpression des isoformes, des inhibiteurs
spécifiques pour les différentes isoformes (G66976 pour les cPKCs, Rottlerin pour
PKCO et la Calphostin pour les nPKCs), l'expression des dominants négatifs, la
délétion ciblée d'une isoforme spécifique ou l'introduction des peptides inhibiteurs qui
interférent avec les interactions intramoléculaires ou intermoléculaires a permis de
déterminer les mécanismes de régulation des PKCs. Il existe des phosphorylations qui
se font de maniére constitutive et non régulée par des stimuli externes et ne sont donc
pas déterminantes de la spécificité de l'activité des isoformes. Le premier de ces
événements de phosphorylation a lieu sur une thréonine conservée dans la boucle
d'activation (Thr566); la phosphorylation sur ce site semble étre essentielle pour
l'activité de la plupart des isoformes.’*’> La kinase, PDK-1 a été identifiée comme
¢tant la kinase responsable de la phosphorylation de la boucle d'activation de
PKC.**?'° La phosphorylation sur les deux autres sites (hydrophobe et

d'autophosphorylation) au niveau du CT contribue & la stabilité de la kinase.’'' La
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phosphorylation de ces sites rend la PKC catalytiquement compétente et résistante aux
protéases et aux phosphatases. Toutefois, la PKC phosphorylée est encore dans une
conformation inactive dans laquelle la poche de liaison au substrat est occupée par le
domaine du pseudo-substrat. Dans le cytoplasme, Les PKCs se trouvent dans une
conformation auto-inhibée. Les stimuli induisant la génération du DAG et du Ca®’
conduisent a I'activation des cPKCs et nPKCs par le biais d'un certain nombre d'étapes
bien définies.’''”'? Premiérement, la liaison du DAG au domaine C1 augmente
l'affinit¢ de la PKC a la membrane. Dans le cas des isoformes cPKCs qui sont
également régulées par Ca®’, il a été suggéré que le Ca’" a son tour augmente l'affinité
du domaine C1 pour le DAG. Ensuite, l'interaction avec les lipides membranaires
fournit 1'énergie nécessaire pour déloger le pseudo-substrat de la poche de liaison au
substrat et permet ainsi d'activer la kinase. Une fois activé, la PKC peut alors se lier a
ses substrats et les phosphoryler a la membrane. La translocation membranaire est
souvent utilisée comme un signal d'activation pour la PKC, néanmoins, la PKC active
peut étre ciblé vers d'autres emplacements de la cellule. Le domaine régulateur NT de
la PKC contient des sites de liaison a différentes protéines. L’interaction de PKC a ses
substrats permettrait probablement le ciblage de la kinase activée vers des sites
subcellulaires ou se trouvent des substrats spécifiques comme les récepteurs pour
kinase C active (RACK), ainsi que d'autres protéines interagissant avec PKC.>'*?!
Alors que les deux classes d’isoformes (classiques et nouvelles) dépendantes des

lipides sont activées par la voie canonique, peu de choses sont connues sur I’activation

de la troisieme classe de PKC, les PKCs atypiques.
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Figure 12: Structure des Protéines Kinases C Classiques. C1 et C2 sont les domaines
de fixation respective de DAG et Ca2", C3 est le domaine de fixation du substrat, C4
est le domaine catalytique ou kinase contenant les sites de phosphorylation, PS est le

domaine de liaison au pseudosubstrat.Figure modifiée.*"

1.7.2 Les PKCs atypiques (aPKC)

Cette classe des PKCs contient deux isoformes, soit: PKCt et PKC( (Figure 13). Ces
deux isoformes présentent une forte homologie structurale, mais jouent probablement
différentes fonctions et ont différentes localisations cellulaires. En effet, malgré la
grande homologie de séquence (72%) entre les deux isoformes, des études de ciblage
génétique chez la souris ont révélé des roles tres spécifiques pour les deux isoformes in
vivo. La déficience génétique de la PKCu cause la 1étalité durant les premiers stades
embryonnaires’'® tandis que les souris mutantes pour la PKC{ sont viables mais
présentent des défauts de signalisation dans la voie NFkB et IL-4>"'® ainsi que des
défauts dans le systéme immunitaire. Les aPKCs sont impliquées dans de nombreux
processus biologiques tels que la prolifération®”, la survie, la migration®?**%

linflammation et la polarité cellulaire®®. Les aPKC ont été bien étudiées
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principalement en tant que composantes du complexe de polarité Par (Par3-Par6-
aPKC) qui a émergé récemment comme étant un régulateur essentiel de la polarité
cellulaire dans différents organismes allant des nématodes jusqu'aux mammiféres.**>%°
La fonction d'une isoforme PKC spécifique peut varier entre différents types
cellulaires, ce qui implique que la réponse cellulaire dépend aussi du partenaire
moléculaire de PKC dans différentes voies de régulation et de signalisation cellulaire.
Les aPKC sont indépendantes des lipides pour leur activation et peuvent étre régulées
entre autre par les interactions protéine-protéine. La régulation des aPKCs se fait
principalement via leur domaine régulateur C1 riche en cystéines. Plusieurs
interactions protéine-protéine ont été identifiées pour les aPKCs. Les protéines Par-4 et
Par6 se lient a aPKC via leur domaine PB1 (Phox/Beml) alors que sa liaison avec
p62/ZIP et Par3 se fait & travers le domaine kinase C-terminal.**">>!

Si le role d’aPK( aété démontré dans la polarité cellulaire surtout dans les cellules

épithéliales et astrocytes, son rdle dans la polarité des CE reste encore ambigu.

PB1 C1-like

0 e T T

Figure 13: Structure de la Protéine Kinase C atypique avec les différents domaines de
liaison aux protéines PB1, au PS (pseudo substrat), a ’ATP et au substrat, N (domaine

N-terminal), C (domaine C-terminal). Figure modifi¢e. *"
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1.8 Polarité cellulaire

La polarité cellulaire repose sur l'organisation asymétrique des structures et des
composantes cellulaires. Elle est cruciale a la fois pendant le développement et chez
l'adulte, elle participe a des fonctions cellulaires telles que la division, la
différenciation, la morphogenése des organismes uni- et pluricellulaires, la migration
cellulaire, la transmission polarisée synaptique neuronale et la préservation de la
barriére épithéliale. Les cellules en migration ou les neurones en développement ont
besoin d'établir une polarité définissant l'avant et 1’arriere de la cellule. Cette polarité
est établie avec un cytosquelette qui dirige les différentes extensions et protrusions
membranaires au front de la migration mais aussi avec un trafic des composants
moléculaires qui sont essentiels a l'extension de la membrane et 1'adhésion cellulaire a
l'avant de la cellule. Le maintien de la polarité cellulaire implique de nombreux
processus qui doivent étre coordonnés et de manicre étroitement régulée. Au cours du
développement, le processus fondamental de la polarisation cellulaire est établi trés tot
et il est controlé par des protéines évolutivement conservées qui intégrent des reperes
de polarité intrinseéques et extrinséques. Différentes voies de signalisation et complexes
protéiques comprenant les RhoGTPases, les complexes de polarit¢ (Par, Crumb et
Scribble) et leurs effecteurs en aval y compris le cytosquelette, les voies de trafic
vésiculaire d'endocytose et d'exocytose régulent ensemble la distribution asymétrique
des différents joueurs moléculaires entre les différents domaines cellulaires (avant-
arricre, apical-basal).

La polarité cellulaire a été extensivement étudiée au niveau des cellules épithéliales.
Ces derni¢res ont un caracteére distinctif de I’axe de polarité apico-basale pour le
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transport des ions et des solutés a travers l'épithélium. En revanche, les cellules
mésenchymateuses migratoires ont un axe avant-arricre de la polarité. Les mécanismes
impliquant les différents joueurs moléculaires de la polarité cellulaire se conservent
depuis les organismes inférieurs comme la levure jusqu’aux cellules de
mammiféres.* >3

La polarité endothéliale se distingue tres tot au cours du développement avec la
surface apicale faisant face a l'intérieur vers la lumicre vasculaire eventuelle et la
surface basale ou basolatérale qui fait face a I'extérieur vers la MEC. Les CE s'orientent
dans le plan du vaisseau (polarité¢ cellulaire planaire) en réponse aux forces de

® Dans un réseau vasculaire en

cisaillement causées par le flux sanguin.”
développement, au fur et a mesure que les CE se divisent, elles vont orienter leur
fuseau de division de telle fagon que le plan du clivage sera toujours perpendiculaire a
I'axe du vaisseau sanguin afin de permettre la prolifération cellulaire le long de 1'axe
vasculaire.””’ Par conséquent, on assiste & deux types de polarité dans les vaisseaux
sanguins: une polarit¢ apicale/basolatérale nécessaire pour la régulation de la
transcytose et la formation de la lumiere vasculaire et une polarité dans le plan du tube
vasculaire appelée polarité planaire. Il est relativement difficile de localiser les
complexes de polarité dans les domaines apical ou basolatérale des CE, en partie, parce
que les deux domaines sont trés proches et a la limite confondus. Dans une étude
récente, les auteurs ont constaté que lors de la formation de 1'aorte dorsale chez des
embryons de souris, les marqueurs apicaux sont localisés a la face interne des CE avant

3

la formation de la lumiére vasculaire. *** Ils confirment aussi que les jonctions

intercellulaires sont requises pour ce processus. Il a aussi été rapporté que la protéine
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de polarité Par3 est importante pour le maintien de cette polarité¢ endothéliale et la
formation de la lumiére vasculaire.’*

Le défi des études dans ce domaine, en effervescence depuis les 10 derni¢res années,
est de comprendre comment les différents effecteurs moléculaires régulent les
processus de rupture de la symétrie cellulaire qui génére la polarité nécessaire pour
exercer les différentes activités cellulaires. De nombreuses cellules deviennent
polarisées en réponse a un signal spécifique, ce qui engendre une réorganisation du
cytosquelette, une redistribution protéique au niveau de la membrane plasmique et
méme une réorientation de certaines organelles comme les centrosomes, les centrioles
et ’appareil de Golgi. La polarité¢ cellulaire est importante lors de la migration
cellulaire dirigée ou la polarisation avant-arriere est nécessaire a la morphologie
asymétrique des cellules qui migrent en réponse a un signal extracellulaire ou
intracellulaire. La régulation de ces processus est soumise a un contrdle spatio-
temporel bien précis. Une polarisation cellulaire aberrante causée par des anomalies
dans les complexes macromoléculaires de polarité conduit a une variété¢ de maladies
notamment le cancer. La polykystose rénale (PKD) ou les kystes ¢épithéliaux
remplacent les tubules rénaux normaux est un exemple de maladie ou la polarité est
fortement affectée. L'architecture dans les tissus et les organes est formée lorsque les
cellules épithéliales et les autres types cellulaires sont organisés en structures
polarisées. La fonction, l'intégrité ainsi que la signalisation a travers ces tissus sont
orchestrées par les complexes de jonctions dans le domaine apical en collaboration
avec les complexes de polarit¢ Par et Crumbs et dans le domaine latérale avec le

complexe Scribble et les interactions dynamiques avec la membrane basale. De plus on
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commence a découvrir que tous ces complexes de polarité sont intimement liés et
régulent de concert, avec les jonctions cellulaires et les protéines composant le

cytosquelette I’établissement d’une polarité cellulaire.

1.8.1 Les complexes de polarité cellulaire

Il existe trois complexes de polarité trés conservés: Par (le partitionnement
défectueux), Crumbs et Scribble qui contrdlent le processus de la polarisation cellulaire
chez différents organismes. Les protéines de polarité ont été initialement étudiées chez
la drosophile (Drosophila melanogaster) et le nématode (Caenorhabditis elegans),

mais ils ont tous au moins un homologue chez les mammifeéres.

1.8.1.1 Le complexe Crumbs

Trois genes Crumbs (Crb) apparentés sont maintenant répertoriés chez les
mammiféres. La protéine Crb2 ressemble fortement & Crbl, tandis que Crb3 se
distingue par un domaine extracellulaire trés court. Toutes les protéines Crumbs qui
ont été identifiées ont un domaine cytoplasmique extrémement bien conservé ce qui
prouve I’importance de ce domaine dans la fonction de cette protéine.’*® Crumbs se
situe au centre d’un réseau d’interactions entre des molécules cytoplasmiques
d'échafaudage PALS1 ((protéine associée a LIN-7)-1) et PATJ (PALS1 associé aux
protéines des jonctions serrées) et des protéines directement liées au cytosquelette
d’actine.®*' Chez la drosophile, Crb régule la polarité des cellules épithéliales et la
morphogenese des photorécepteurs. L'homologue de Crb3 chez les mammiféres est

principalement exprimé dans les cellules épithéliales et il est considéré comme un
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déterminant du domaine apical de la cellule. La surexpression de Crb3 dans les cellules
non polarisées induit la formation des jonctions serrées. PATJ est li¢ au complexe par
le biais de Crb3 et les protéines des jonctions serrées des cellules épithéliales

g 342
polarisées.

1.8.1.2 Le complexe Scribble

Scribble est une protéine cytoplasmique qui interagit avec DLG (Discs large) et LGLI
(Lethal giant larvae). Ce complexe a ¢été décrit pour la premicre fois chez D.
melanogaster. L’expression des protéines mutantes de ce complexe dans les tissus
épithéliaux cause une perte de leur morphologie polarisée. Les trois protéines sont
impliquées dans la formation et la fonction des synapses neuronales. Chez les
vertébrés, Scribble se lie directement a LGLI1 et indirectement a DLGI1. Les protéines
du complexe Scribble sont considérées comme des suppresseurs de tumeurs chez la
drosophile et les mammiferes. Chez les cellules épithéliales polarisées de mammiferes,
les protéines du complexe Scribble ont une localisation basolatérale tandis que Crumbs
et Par3 se localisent principalement aux jonctions serréesau niveau apicale. Les cellules
épithéliales constituent le modele par excellence pour 1’é¢tude des bases moléculaires
qui contrdlent 1’établissement et le maintien de la polarité. Des preuves génétiques et
biochimiques au niveau des cellules épithéliales ont montré 1’implication de différents
complexes protéiques dans la formation et le maintien des jonctions serrées. Ces
complexes de polarité sont constitués de protéines & domaine PDZ** qui lient souvent,
mais pas exclusivement, des protéines a leur extrémité C-terminale. Chez D.

melanogaster Stardust (Sdt), 'homologue de PALS chez les mammiferes, interagit
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avec la protéine transmembranaire Crumb a travers son domaine PDZ. 3% PALSI lie

37 et ils forment ensemble un

aussi PATJ, une protéine a plusieurs domaines PDZ
complexe subapical. Le site de colocalisation de ces protéines correspond au site
d’initiation de la formation des jonctions serrées chez les organismes supérieurs.’** Des
mutations au niveau de Crb ou de Sdt causent un défaut de polarité dans les cellules
épithéliales de D. melanogaster.* 1l existe un troisiéme complexe de polarité composé
de Par3, Par6, aPKC et Cdc42-GTP qui se trouve au niveau apical et colocalise avec
Sdt et PALS1 dans les ¢épithéliums de D. melanogaster et les mammiféres

respectivement.*?2?%%

1.8.1.3 Le complexe de polarité Par-aPKC

Le complexe Par3-Par6-aPKC est important pour déterminer la polarit¢ de nombreux
types cellulaires, notamment dans les neuroblastes de D.melanogaster et de
Caenorhabditis elegans et dans les cellules épithéliales de mammiféres.*>?°'2%% Le
complexe de polarité Par est conservé au cours de I’évolution et ce, des nématodes
jusqu’aux humains. Il régule la polarité apico-basale dans les cellules épithéliales et
controle la division cellulaire asymétrique, la différentiation neuronale et la migration
cellulaire.”

Les génes de ce complexe ont été d'abord identifiés chez C.elegans. Deux de ces génes
codent pour deux protéines a domaine PDZ soit, Par3 et Par6 qui, avec la Ser/Thr
kinase atypique aPKC, constituent le complexe de polarité Par. Par3 contient trois

domaines PDZ, tandis que Par6 n’en contient qu’un seul.*******>? Par6 posséde aussi

un motif CRIB (Cdc42, Rac-interactive binding) qui permet I’interaction avec certains
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membres de la famille des petites protéines G telles que Cdc42 et Rac.’****7% La

liaison de Cdc42 a Par6 rend disponible le domaine NT de Par6 pour d’autres
interactions. Par6 a la capacité d’activer aPKC, ce qui entraine la phosphorylation du
domaine CR3 de Par3 aussi connu comme ASIP (atypical PKC isotype-specific

interacting protein) ou Bazooka.*?’=*

aPKC interagit donc avec Par3 via son domaine
kinase et par son domaine régulateur avec Par6.”' Par3, Par6 et aPKC sont exprimés
de maniére ubiquitaire et sont impliqués dans les différents processus de polarisation
cellulaire (Figure 14). L'activit¢ kinase d’aPKC est un événement clé dans la
signalisation de la polarité¢ cellulaire. Elle est nécessaire pour le fonctionnement du
complexe Par et la phosphorylation des protéines cibles. La polarisation des cellules
épithéliales a été identifiée par la localisation spécifique des structures telles que les
jonctions serrées au domaine apical de la membrane cellulaire et certains complexes de
polarité. *** Les composantes moléculaires du complexe Par-aPKC jouent un réle dans
la migration polarisée des cellules en réorientant leur centrosome ou leur appareil de
Golgi tel que observé lors de la migration dirigée des astrocytes dans des essais de

fermeture de plaie et lors de la migration des neurones.”> >’
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P R (* polarité cellulaire

K C a Par-3 *Formation de 1’axe antéro-
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! * Division asymétrique

U O Par-6 E) * Migration directionnelle
* Régulation des jonctions cellulaires
\

PB1 CRI PDZ

Figure 14: Le complexe de polarité Par (Par3-Par6-aPKC). Les interactions protéine-
protéine, les différents domaines de liaisons (PB1 CRI, PDZ) et les différentes

fonctions du complexe.

aPKC agit en controlant des événements locaux de signalisation dans plusieurs
systetmes de migration cellulaire. Lors de l'activation des intégrines au front de
migration des astrocytes, le complexe Par6-aPKC{ s’active et une cascade de
signalisation impliquant l'activation de la protéine Cdc42 conduit a un
repositionnement du centrosome dans une région qui fait face au front de migration.””’
Plus récemment, il a été constaté que dans les cellules NRK (cellules de rein de rat),
I’aPKC est nécessaire pour la guérison des plaies. Dans ce contexte il été montré
qu’elle interagit physiquement avec des complexes d'exocytose via la protéine
d'échafaudage Kibra.*® Cette interaction est nécessaire pour la localisation d'aPKC
avec le complexe d’exocytose au front de la migration des cellules ou ils controlent
l'activation locale d’autres protéines kinases additionnelles soit ERK et JNK (c-Jun N-

terminal kinase) qui contrélent la phosphorylation de la paxilline, composante des
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adhésions focales. Plusieurs interactions moléculaires entre les trois complexes de
polarité cellulaires ont été¢ identifiées. L'exclusion mutuelle du complexe Scribble et du
complexe des jonctions apicales controle la polarité apico-basale. La phosphorylation
de Parl et de LGL1 par aPKC*°?%" altére leur conformation, inhibant ainsi leur
activité ce qui cause leur dissociation de la membrane apicale.’®® Cette régulation
négative permet le maintien d’une distribution asymétrique des différents régulateurs et
complexes de polarité.

Un défaut dans la régulation des protéines de polarité¢ Par a été rapporté dans plusieurs
types de cancers caracterisés par des cellules malignes qui perdent les connexions a la

membrane basale et deviennent trés prolifératives, mobiles et envahissantes.’® >

1.9 Migration cellulaire

La migration cellulaire est un processus essentiel pour plusieurs situations
physiologiques et pathologiques tel que le développement embryonnaire, la
dissémination tumorale et le processus métastasique. Elle contrdle la morphogenése et
l'inflammation et sa dérégulation cause un large éventail de maladies, y compris les
syndromes auto-immuns, l'inflammation chronique et le cancer. Les études dans le
domaine de la migration cellulaire commencent a définir comment la migration d'une
cellule individuelle et celle des cellules en groupe est coordonnée et balisée et
comment les cellules interagissent avec leurs cellules voisines et avec les changements
de leur microenvironnement. Tous ces facteurs controlent la migration chez les

organismes métazoaires qui peut prendre différentes formes et modes.
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1.9.1 La migration cellulaire individuelle et collective

La morphologie cellulaire dépend du microenvironnement dans lequel les cellules
migrent, de 1’expression des molécules et des récepteurs d’adhésions a la surface
cellulaire et finalement de leur signalisation intracellulaire. Les cellules peuvent étre de
petite taille et migrer rapidement comme les cellules du systéme immunitaire qui
migrent du sang vers les tissus spécifiques. Les cellules de plus grosse taille vont
migrer plus lentement car elles présentent des structures d’actine plus complexes avec
des contacts d’adhérence focaux plus larges.

La migration individuelle peut étre aléatoire (non dirigée) en absence de
chemoattractant externe ou dirigée en sa présence. Dans ce dernier cas, le processus
migratoire répond a toute I’architecture moléculaire établie pour la migration
directionnelle (voir paragraphe suivant). La migration des cellules individuelles
implique souvent une transition d’un état épithélial 8 mésenchymal (EMT) au cours de

366
En revanche, de

laquelle il y a un affaiblissement de ’adhésion entre les cellules.
nombreux types cellulaires migrent en tant que groupes cohérents a la fois pendant le
développement embryonnaire ou lors des processus métastatiques reliés au cancer. De
plus, la voie empruntée par des cellules métastatiques (la lymphe ou le sang) et leur
origine influence le type de migration cellulaire.*®’

La migration collective peut prendre plusieurs formes. En chaine, les cellules sont
liées physiquement entre elles en formant un train ou la cellule locomotive ou (leader)
va guider la migration. Ce type de migration a été observé pendant la dissémination de

différentes cellules tumorales durant les métastases et lors du bourgeonement

vasculaire au cours du developpement. Pour se faire, les cellules coordonnent le
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mouvement des couches multicellulaires en formant une rangée de cellules uniques au
front migratoire. Ces cellules sont appelées, cellules locomotives et guident de
multiples rangées cellulaires qui vont les suivre grace a des liaisons tres étroites les
unes avec les autres. La migration collective des cellules dans les tissus caractérise de
nombreux processus biologiques importants, tels que la cicatrisation des plaies, le
développement de 1'organisme et la dissémination des métastases durant le cancer. Des
expériences récentes sur la cicatrisation des plaies montrent que le comportement
collectif de la migration des cellules peut étre assez complexe. La migration
directionnelle collective des cellules est essentielle pour presque tous les organismes au
cours du développement embryonnaire et dans la vie adulte et contribue aussi a des
conditions pathologiques. Ce type de migration est essentiel lors de l'embryogenése
durant laquelle les cellules migrent vers un emplacement bien précis en vue de
construire un embryon normal. De nombreuses cellules ont résolu ce probléme en
suivant un gradient de chemoattraction normalement sécrété par les tissus cibles.
Récemment, un mécanisme alternatif a €té proposé ou des signaux intracellulaires sont
capables de générer la polarité cellulaire et la migration directionnelle en absence de

tout chemoattactant externe.> %%

1.9.2 La migration dirigée ou directionnelle

Les cellules en migration sont guidées par les contacts cellule-cellule comme dans les
cellules progénétrices neuronales qui migrent vers des couches spécifiques du cerveau
en utilisant la glia radiale comme trajets de migration. La migration directionnelle

soutenue (ou persistante) des cellules épithéliales est essentielle pour la régénération de
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I'épithélium en cas de blessure. La migration directionnelle des cellules dépend de la
mise en place d’une polarité avant-arriére stable.’’® Ce type de migration est déterminé
par l'activation locale d'un réseau de signalisation trés complexe incluant les RTK, les
RhoGTPases, les molécules d’adhésion et les complexes de polarité cellulaire. Les
signaux extracellulaires provenant de l'environnement vont activer la petite GTPase
Cdc42 conduisant a une cascade d'événements qui inclut I'assemblage des protéines des
complexes de polarité, 1'orientation stable du cytosquelette et le trafic membranaire
dans la direction de la migration.’’'>”* Dans les cellules épithéliales, la migration
directionnelle est d'une importance particuliere dans la fermeture des plaies ou la
migration dirigée des cellules au bord de la plaie est nécessaire pour une réparation
tissulaire efficace.’® Le déréglement de la migration directionnelle, peut contribuer
aux métastases dans les tissus épithéliaux.**™>"* Toutes ces formes de migration
cellulaire requierent la régulation spatio-temporelle d’une panoplie de protéines
incluant des récepteurs membranaires, des kinases, des phosphatases, des molécules
adaptatrices et des composantes de 1’adhésion cellulaire et du cytosquelette. Les petites
protéines G jouent un role important dans 1’établissement et le maintien de cette
architecture polarisée de la cellule en migration dans une grande variété de contextes
cellulaires. Plusieurs études ont démontré la localisation restreinte et spécifique des

RhoGTPases lors de la migration cellulaire dirigée.

1.9.3 Role du cytosquelette dans la migration cellulaire (RhoGTPase)

Les GTPases Rho sont une famille de protéines connues pour leur role dans la

régulation du cytosquelette et la migration cellulaire.”””>"" L activité des RhoGTPases
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peut étre régulée soit positivement par des facteurs d'échange guanine nucléotide
(GEFs) ou négativement par des protéine a activité GTPase (GAP).*** L'inhibition de
Cdc42 ainsi que son activation constitutive  perturbent [’orientation

. 332333,378,379 .
cellulaire.>3>*337837 Ceci

indique que I’activation des RhoGTPases doit étre
temporellement et spatialement limitée afin de promouvoir avec succes la polarisation
cellulaire. Pendant la migration cellulaire dirigée, lors de la fermeture des plaies, le
Cdc42 est recruté au front migratoire des cellules afin d’établir la polarité de la cellule
en migration.”>**3%2 Rac peut étre activé par des signaux extracellulaires comme les
RTK et les récepteurs couplés aux protéines G. Rac, ainsi que ses effecteurs en aval
tels que PAK et les protéines WAVE, jouent un rdle clé¢ dans la régulation de la
polymérisation de 1'actine et la promotion de la formation des lamellipodes au front des
cellules en migration. En plus de son role dans la régulation du cytosquelette, Rac s’est
383 o

révélé étre un important joueur moléculaire au niveau des jonctions cellule-cellule

dans la modulation de la perméabilité cellulaire.”®*

1.10 Objectifs de la these

L’objectif général de cette thése était d’étudier les mécanismes cellulaires et
moléculaires, activés par l'Angiopoiétine-1 et le VEGF, qui régulent les jonctions
d'adhérence cellulaires, la perméabilité et la migration endothéliale. Les deux objectifs
spécifiques étaient:

Objectif 1: Le VEGF est une puissante cytokine angiogénique qui augmente la
perméabilité vasculaire. Le NO libéré par les CE, aprés 'activation d’eNOS contribue

aux effets proangiogéniques et de perméabilité induite par le VEGF. L’Ang-1 via sa
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liaison au récepteur Tie2 sur les CE posséde aussi des propriétés proangiogéniques
comme le VEGF. Cependant, contrairement au VEGF, I’Ang-1 protége les vaisseaux
sanguins de I’hyperperméabilité, ce qui contribue a leur stabilisation. Etant donné le
role central de NO dans la perméabilité accrue en réponse au VEGF, nous voulions
vérifier I’hypothése selon laquelle 1’Ang-1 inhibe la production de NO et contrecarre
I’augmentation de la perméabilité transendothéliale induite par le VEGF. Nos objectifs
¢taient de:

- Vérifier si I’Ang-1 interfére avec la voie de signalisation du VEGF vers eNOS et la
production de NO.

- Déterminer la voie de signalisation et le mécanisme moléculaire impliqué dans

I’inhibition de la perméabilité endothéliale par I’ Ang-1.

Objectif 2: Nous avons identifi¢ PKC{ comme un nouveau régulateur de la
perméabilité endothéliale en aval d’Ang-1/Tie2. Etant donné 1’appartenance de PKC(
au complexe de polarité Par et son implication dans la migration cellulaire dirigée,
nous voulions examiner I’hypothése que la PKCC pourrait réguler la migration
polarisée dans les CE en réponse a I’Ang-1. Afin de vérifier cette hypothése, Il a fallu:
Premiérement, identifier de nouveaux partenaires moléculaires associés a PKC( suite a
une stimulation a I’ Ang-1.

Deuxiémement, étudier le réle fonctionnel de ces nouvelles associations avec la PKC(
en aval de la voie de signalisation Ang-1/Tie2 dans la promotion de la migration

cellulaire.

80



RESULTATS
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CHAPITRE 2
Article 1: Phosphorylation of endothelial nitric oxide
synthase by atypical PKC( contributes to Angiopoietin-1—
dependent inhibition of VEGF-induced endothelial

permeability in vitro.
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ABSTRACT

Vascular endothelial growth factor (VEGF) is a potent angiogenic cytokine that also
increases vascular permeability. Nitric oxide (NO) released from endothelial cells,
following activation of endothelial NO synthase (eNOS), contributes to proangiogenic
and permeability effects of VEGF. Angiopoietin-1 (Ang-1), via Tie2 receptors, shares
many of the proangiogenic properties of VEGF on endothelial cells. However, in
contrast to VEGF, Ang-1 protects blood vessels from increased plasma leakage which
contributes to their stabilization. Since eNOS-derived NO is central to increased
permeability in response to VEGF, we investigated if Ang-1 interferes with VEGF
signaling to eNOS. We demonstrate that Ang-1 stimulation of endothelial cells inhibits
VEGF-induced NO release and transendothelial permeability. In contrast to VEGF
stimulation, Ang-1 causes a marked PKC-dependent increase in phosphorylation of
eNOS on the inhibitory threonine 497. Furthermore, using pharmacological inhibitors,
overexpression studies and siRNA-mediated gene silencing, we demonstrate that
atypical PKCC( is responsible for phosphorylation of eNOS on Thr497 in response to
Ang-1. In addition, PKC{ knockdown abrogates the capacity of Ang-1 to inhibit
VEGF-induced NO release and endothelial permeability. Thus, inhibition of NO
production by Ang-1, via phosphorylation of eNOS on Thr497 by PKC( is responsible,

at least in part, for inhibition of VEGF-stimulated endothelial permeability by Ang-1.
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INTRODUCTION

Nitric oxide (NO) produced by endothelial cells modulates many of the important
proangiogenic properties of vascular endothelial growth factor (VEGF). Indeed, NO
released from endothelial cells in response to VEGF stimulation, via activation of
VEGF receptor-2 (VEGFR-2), is an essential regulator of post-natal angiogenesis.
Direct support for the role of endothelial nitric oxide synthase (eNOS) in increased
blood vessel permeability in response to VEGF was provided by the fact that eNOS
deficient mice display reduced albumin extravasation following subdermal VEGF
administration.””® Similarly, blood vessels of tumors implanted onto eNOS deficient
mice are less leaky than vessels from tumors on wild type animals.*® Following
VEGFR-2 activation, eNOS activity is increased by PI3-kinase-dependent activation of
AKT which results in phosphorylation of eNOS on serine 1177 (1179 in bovine eNOS)
and leads to increased eNOS activity and NO release.'”*"****  Simultaneously,
dephosphorylation of threonine 497 (Thr497) of bovine eNOS is thought to release the
inhibitory modulation afforded by basal phosphorylation of this residue.?*>**-*" pKC

activity, possibly through PKCa,**®

is thought to be responsible for basal
phosphorylation of the Thr497 residue and therefore maintains eNOS in a less active
state. However, it has also been suggested that the PKC isoforms o, o and ¢ are
upstream of Akt activation and eNOS phosphorylation on Serl1177.%*° Together, these
post-translational modifications contribute significantly to the positive and negative

regulation of eNOS activity and consequently to NO release from endothelial cells

following exposure to VEGF.
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Angiopoietin-1 (Ang-1), through activation of the tyrosine kinase receptor Tie2, is also
proangiogenic and leads to the stabilization of blood vessels which is associated with

1ie 0 200,203,390,391
decreased vascular permeability.” "7

Interestingly, Ang-1 and VEGF play
separate but essential roles in embryogenesis: VEGF acts early in vascular
development by contributing to the formation of the initial vascular plexus, whereas
Ang-1 acts during the subsequent remodeling of the vasculature into a hierarchical
network of mature vessels.””> Consistent with their established roles in angiogenesis,
VEGF and Ang-1 share common signaling pathways that lead to survival, proliferation
and migration of endothelial cells but play antagonistic roles in the regulation of

endothelial permeability.' 22022343

The cellular mechanisms by which Ang-1 counteracts increased transendothelial
permeability stimulated by VEGF are still being defined. In the present study, we
identify a clear relationship between inhibition of NO release by Ang-1 and inhibition
of in vitro endothelial permeability stimulated by VEGF. We delineate a specific
molecular mechanism in which atypical PKC( is required downstream of Tie2 to
phosphorylate eNOS on Thr497 which inactivates the enzyme, abrogates NO

production and inhibits endothelial permeability stimulated by VEGF.
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METHODS
Cell culture

Bovine aortic endothelial cells (BAEC) and bovine lung microvascular endothelial
cells (BLMVEC), obtained from VEC Technologies (Rensselaer, NY), were cultured in
Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) supplemented with 10% fetal bovine
serum (HyClone, Logan, UT), 2.0 mM L-glutamine, 100 U/ml penicillin and 100
pg/ml streptomycin. COS-7 cells were cultured in DMEM supplemented with 10%
fetal bovine serum (Invitrogen), 2.0 mM L-glutamine, 100 U/ml penicillin and 100

pug/ml streptomycin.
Reagents and antibodies

Recombinant Human VEGF-A (VEGF herein) was obtained from the BRB Preclinical
Repository of the NCI-Frederick Cancer Research and Development Center and
recombinant human Ang-1 from R&D systems, were used for cell stimulation
throughout this study. PKC inhibitors; Bisindolylmalmeide I; G66976 ; myristoylated
PKC( pseudosubstrate inhibitor were from Calbiochem (San Diego, Ca). FITC-labeled
dextran (molecular weight: 40,000 Da) was from Invitrogen. The NOS inhibitor, N-
Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride (L-NAME) and Phorbol 12-Myristate 13-
acetate (PMA) were from Sigma—Aldrich. The primary antibodies used were: anti-
VEGFR-2 (mAb), anti-Tie2 (pAb), anti-PKC{ (mAb) from Santa Cruz Biotechnology,
anti-eNOS (mAb) from BD Transduction Lab. Anti-p-Tyr >-PLCyl(pAb), PLCyl

(pAb), p-p44/42-Erk (Thr*®/ Tyr’®) (mAb), p44/42-Erk (Thr*®*/ Tyr’™) (pAb), p-
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Ser*”-Akt (pAb), Akt (pAb), p-Thr*’-eNOS (pAb), p-Ser''”-eNOS (pAb), pan-p-
Ser®®-PKCPB2 (pAb), p-Thr*'*- PKCL (pAb), PKCa (pAb and PKCg (pAb) were all

from Cell Signaling and anti-phosphotyrosine (4G10) was from Upstate Biotech.

Plasmids and transfections

Plasmids coding for bovine eNOS (in pcDNA3), human VEGFR-2 (in pRK7) and
human Tie2 (in pcDNA3) used in this study were described elsewhere.®*** Flag-
PKCC and kinase-dead PKC(C (in pCMVS5) were generously provided by Dr. Michel
Cayouette (IRCM, Montreal, QC, Canada). Kinase-dead K855A-Tie2 was generated
by site-directed mutagenesis (Stratagene) using the following forward primers: 5 -
CGGATGGATGCTGCCATCGCAAGAATGAAAGAATATGCCTCC-3". Bovine
T497A and S1179D-eNOS expression plasmids were generously provided by Dr.
William C. Sessa (Yale University School of Medicine, New Haven, CT, USA).
T497A/S1179D-eNOS was generated using S1179D-eNOS as template and the
following forward primer: 5-
GCATCACCAGGAAGAAGCCCTTTAAGGAAGTGGCC-3’. All constructs were
sequenced to confirm the presence of the mutations. COS-7 cells, BLMVEC and
BAEC were transfected using Lipofectamine 2000 according to manufacturer’s

protocol (Invitrogen).

Immunoprecipitations and immunoblotting

For immunoprecipitations, cells were solubilized with a lysis buffer containing 1% NP-

40, 0.1% SDS, 0.1% Deoxycholic acid, 50 mM Tris (pH 7.4), 0.1 mM EDTA, 0.1 mM
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EGTA, 20 mM sodium fluoride, 1 mM sodium pyrophosphate and 1 mM sodium
orthovanadate. Soluble proteins were incubated with primary antibodies (2 pg) at 4°C
for 2 hours. Protein A-Sepharose (Sigma) (50 pl of a 50% slurry) was added and
incubated for an additional hour. The immune complexes were precipitated by
centrifugation, washed 3 times with lysis buffer, boiled in SDS sample buffer,
separated by SDS-PAGE, transferred onto a nitrocellulose membrane (Hybond ECL,
Amersham) and western blotted. Antibody detection was performed by a
chemiluminescence-based detection system (ECL, Amersham) or by a LI-COR
Odyssey infrared imaging system (LI-COR Biosciences) using Alexa 680 and Alexa

800 labeled secondary antibodies (Invitrogen).
Nitric oxide release

Cell media was processed for the measurement of nitrite (NO;"), the stable breakdown
product of NO in aqueous solution, by NO-specific chemiluminescence using a NO
analyzer (NOA 280i, GE Ionics Instruments).””® For the measurement of accumulated
NO production from transfected COS-7 cells, culture medium were collected 48 h post-
transfection and proteins removed by ethanol precipitation. Agonist stimulated-NO
production from BAEC and BLMVEC was performed on serum-starved cells (6 h), 48
h post-transfection. The media was processed for measurement of nitrite levels 30 min

following stimulation.
Endothelial permeability assay

Permeability across endothelial cell monolayers was measured using type I collagen-
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coated transwell units (6.5-mm diameter, 3.0-um-pore-size polycarbonate filter;
Corning Costar Corporation). BAEC or BLMVEC cells were plated 48 h post
transfection at a density of 10° cells per well and were cultured for 3 to 4 days until the
formation of a tight monolayer. Cells were serum starved for 1 h in DMEM containing
1% bovine serum albumin (BSA) prior to pretreatment with NOS inhibitors (30 min).
VEGF (40 ng/ml) and/or Ang-1 (100ng/ml) were added to the upper chambers in
presence of 1 mg/ml of FITC-labeled dextran (molecular weight: 40 kDa). Endothelial
permeability was measured by collecting 50 pl of sample from the lower compartment
which was diluted with 300 ul of phosphate-buffered saline (PBS) and measured for
fluorescence at 520 nm when excited at 492 nm with a Wallac Victor V

spectrophotometer (Perkins Elmer).
Immunofluorescence

BAEC were cultured on 0.1% gelatin-coated cover slips. Serum-starved cells were
stimulated for 15 min with Ang-1 (100ng/ml). Cells were then washed briefly with cold
PBS and fixed for 15 min in PBS containing 3.5% paraformaldehyde. Cells were rinsed
with PBS and permeabilized with 0.3% Triton in PBS for 5 min. Fixed cells were
blocked with 1% BSA and then incubated for 1 h with the primary antibodies in 0.1%
BSA in PBS (mouse anti-eNOS at 1:200 and rabbit anti-p-Thr**’-eNOS at 1:100).
Bound primary antibodies were visualized following 1 h of incubation using Alexa
Fluor 488-labeled goat anti-rabbit (1:100) and Alexa Fluor 568-labeled goat anti-mouse
(1:100) (Molecular Probes). Mounted cover slips were observed using a Zeiss LSM

510 imaging system.
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siRNA-mediated gene silencing of PKC{

PKCC-siRNA as well as a nonsilencing control siRNA were obtained from Santa Cruz
Biotechnology. The working concentration of siRNA duplexes applied was 35uM.
BLMVEC and BAEC were transfected with PKCC-siRNA or nonspecific control
siRNA by using Lipofectamine 2000 (Invitrogen) according to the manufacturer's
instructions. Transfected cells were starved in serum-free medium (6 h) 48 h post-
transfections and then exposed to the indicated concentrations of Ang-1, VEGF or

both.

Statistical Analysis

Values are reported as mean + SEM. Data were analyzed by ANOVA followed by
Bonferroni’s post hoc test. P value less than 0.05 was considered as statistically

significant.
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RESULTS

Angiopoietin-1 prevents VEGF-induced endothelial permeability and NO release

from endothelial cells.

Stimulation of NO production by endothelial cells has been implicated in the induction

of vascular permeability by VEGF."®

Because Ang-1 has been shown to inhibit
vascular permeability stimulated by VEGF, we verified the possibility that Ang-1
decreases VEGF-induced endothelial permeability via inhibition of NO production.
First, we show that the ability of VEGF to increase passage of FITC-labeled dextran
(Mw: 40 KDa) across a monolayer of bovine aortic endothelial cells (BAEC) is
completely blocked when cells are co-stimulated with Ang-1 (Figure 1A). Similarly,
pre-treatment of the BAEC monolayer with a NOS inhibitor, L-NAME, abolished the
increase in endothelial permeability in response to VEGF (Figure 1A). To determine if
inhibition of VEGF-stimulated endothelial permeability by Ang-1 could result from an
interference with NO production, we monitored the effect of Ang-1 on VEGF-
stimulated NO release from BAEC. Similar to its effects on endothelial permeability,
Ang-1 failed to induce NO production and, more importantly, inhibited NO production
stimulated by VEGF (Figure 1B). These effects of Ang-1 on VEGF-induced
endothelial permeability and NO release were also observed in cultured bovine lung
microvascular endothelial cells (BLMVEC) (Figure S1). Taken together, these results
demonstrate that Ang-1 may interfere with VEGFR-2-stimulated NO release from

endothelial cells and suggest that this may contribute to the inhibition by Ang-1 of

endothelial permeability stimulated by VEGF.
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Ang-1 activates protein kinase C independently of PLCy.

To decipher the molecular mechanisms underlying the inhibitory effect of Ang-1
against VEGF-induced NO production and vascular permeability, we examined if
VEGFR-2 activation by VEGF is altered by co-stimulation with Ang-1. Stimulation of
endothelial cells with Ang-1, which caused tyrosine phosphorylation of Tie2 (Figure
S2, bottom panel), did not affect the capacity of VEGF to induce auto-phosphorylation
of VEGFR-2 (Figures 2A and S2, top panels). Reciprocally, VEGF stimulation did not
interfere with induction of Tie2 phosphorylation by Ang-1 (Figures 2A and S2, bottom
panels). These results suggest that Ang-1 acts downstream of VEGFR-2 activation to

modulate VEGF-stimulated NO production and transendothelial permeability.

To determine VEGF-dependent signaling pathways that are affected by Ang-1, we
investigated if stimulation of BAEC with Ang-1 altered the ability of VEGF to activate
Akt and MAPK pathways. VEGF or Ang-1 stimulation of BAEC both induced
phosphorylation of Akt and Erk1/2. Simultaneous treatment of cells with VEGF and
Ang-1 did not alter the kinetics of phosphorylation of both signaling pathways (Figure
2B). Next, we examined the effect of Ang-1 stimulation on phospholipase Cy (PLCy)
activation and show, as previously described, that Ang-1 stimulation fails to induce
PLCy phosphorylation®*’. Furthermore, Ang-1 treatment of BAEC did not interfere
with the capacity of VEGF to induce PLCy phosphorylation (Figure 2B). These results
are inline with previous reports showing that Ang-1, in contrast to VEGF, is unable to
induce intracellular calcium mobilization in endothelial cells.**® Lastly, protein kinase

C (PKC) activation was monitored using a pan phospho-PKC antibody that recognizes
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the activated status of classical and novel PKC isoforms (pan phospho-PKCBII-Ser660)

Both VEGF and Ang-1 stimulation of BAEC markedly increased the phosphorylation
levels of PKCs with Ang-1 displaying more rapid activation kinetics. Interestingly,
VEGF treatment in combination with Ang-1 also induced PKC phosphorylation with
kinetics identical to Ang-1 stimulation alone. Since Ang-1 activates PKCs

independently of PLCy, this suggests that classical PKC isoforms, which are dependent

on mobilization of intracellular calcium for their activation, are not implicated.
Phosphorylation of eNOS on Thr497 is required for eNOS inhibition by Tie2.

It is well established that PKC activity inhibits eNOS via phosphorylation of
Thr497,**%**7 thus we examined the possibility that phosphorylation of eNOS by PKCs
contributes to its inhibition by Ang-1. We first monitored phosphorylation of eNOS on
Ser1179 and Thr497 residues in response to Ang-1 or VEGF stimulation. In agreement
with the reported reciprocal regulation of eNOS activity by coordinated

9,386’397 stimulation of

dephosphorylation of Thr497 and phosphorylation of Serl117
BAEC with VEGF caused a rapid decrease in Thr497 phosphorylation levels which
coincides with a marked increase in phosphorylation of Ser1179 of eNOS (Figures 3A-
B). In contrast to VEGF, Ang-1 stimulation caused a rapid and marked increase in
Thr497 phosphorylation of eNOS (Figures 3A-B). Interestingly, co-treatment of BAEC
with VEGF and Ang-1 resulted in a significant increase in phosphorylation levels of
Thr497. The co-stimulation completely abolished the dephosphorylation of Thr497

observed with VEGF stimulation alone. In contrast, Ser1179 phosphorylation was not

significantly different for each of the agonists used alone (Figure 3B). To confirm the
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involvement of Tie2 in these Ang-1-mediated effects, we overexpressed Tie2 alone or
in combination with VEGFR-2 in COS-7 cells and monitored phosphorylation levels of
eNOS on Thr497 (Figure 3C). Similarly to stimulation of BAEC with VEGF, VEGFR-
2 expression decreased the levels of eNOS phosphorylation on Thr497. In contrast,
Tie2 overexpression, alone or in combination with VEGFR-2, significantly increased
levels of Thr497 phosphorylation indicating that Tie2 activity counteracts the effects of

VEGFR-2 on the Thr497 residue of eNOS.

To investigate if Thr497 phosphorylation in response to Ang-1 is localized
intracellularly where eNOS has been shown to be activated, the Golgi and plasma
membrane,””® we examined the cellular localization of p-Thr**’-eNOS (green) and
eNOS (red) by immunofluorescence confocal microscopy in sparse or confluent
BAEC. Figure 3D shows that, in control unstimulated conditions, phospho-specific
eNOS antibody showed a relatively uniform staining throughout the cell. Following

Ang-1 stimulation for 15 min, p-Thr*’

-eNOS staining in BAEC is markedly increased
at the plasma membrane and perinuclear level, where it colocalizes in part with eNOS

staining (red). No staining was observed when cells were incubated with secondary

antibodies alone (data not shown).

To verify that Tie2-mediated Thr497 phosphorylation of eNOS results in inhibition of
NO release, we measured NO release from COS-7 cells transfected with eNOS in
presence of VEGFR-2 and/or Tie2 (Figure 4A; left panels). Expression of VEGFR-2
led to a marked increase in eNOS-derived NO production from transfected cells.

Similarly to the stimulation of BAEC with VEGF and Ang-1, co-expression of Tie2
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with VEGFR-2 resulted in a complete inhibition of eNOS activity and NO production
(Figure 4A; left panels). In a separate set of experiments, we confirmed that kinase
activity of Tie2 is important for this inhibitory effect. COS-7 cells were again co-
transfected with VEGFR-2 and wild type Tie2 or a kinase dead Tie2 construct (lysine
855 substituted for alanine; K855A-Tie2) (Figure 4A; right panels). In contrast to wild
type Tie2, the inactive mutant K855A-Tie2 was unable to inhibit NO production

stimulated by VEGFR-2 (Figure 4A; right panels).

In order to confirm the obligatory role for Thr497 phosphorylation in the inhibitory
effects of Tie2, we performed similar experiments in COS-7 cells co-transfected with
eNOS constructs that are not phosphorylable at the Thr497 position (T497A-eNOS)
along with Tie2 and/or VEGFR-2 and monitored NO production (Figure 4B). In
contrast to cells expressing wild type eNOS (Figure 4A), Tie2 failed to inhibit NO
production when co-transfected with VEGFR-2 in T497A-eNOS expressing cells
(Figure 4B). Similarly, in a separate set of experiments the inhibitory effects of Tie2 on
VEGFR-2-induced NO release were not observed when both receptors were co-
transfected with eNOS constructs that are phosphomimetic at the Akt phosphorylation
site Ser1179 and not phosphorylable at Thr497 (T497A/S1179D-eNOS) (Figure 4C).
These data strongly suggest that phosphorylation of eNOS at the Thr497 position
following Tie2 activation can potently block endothelial production of NO stimulated

by VEGFR-2.
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PKCC is required for phosphorylation of eNOS on Thr497 in response to Ang-1.

Our data demonstrate that Tie2 activation results in eNOS inhibition via
phosphorylation of the putative PKC inhibitory phosphorylation site, Thr497, and
suggest that activation of PKCs by Ang-1 is accomplished independently of
intracellular calcium mobilization. To demonstrate the implication of PKCs in Ang-1
signaling to eNOS, we treated BAEC with Bisindolylmalmeide 1 (Bis I), a wide
spectrum PKC inhibitor, and monitored phosphorylation on Thr497 in response to
Ang-1 stimulation (Figure 5A). Bis I pretreatment of cells significantly reduced Ang-1-
induced phosphorylation of eNOS on Thr497 confirming that PKC activity is
necessary for Thr497 phosphorylation in response to Ang-1 (Figure 5A). In contrast,
pretreatment with a specific inhibitor of classical (calcium-dependent) PKC isozymes,
G066976 did not prevent Ang-1-stimulated phosphorylation of Thr497 of eNOS (Figure
5B). This confirms that calcium-dependent classical PKCs are not involved in this
phosphorylation event induced by Ang-1. Next, we attempted to further determine the
PKC isoform responsible for Thr497 phosphorylation in response to Ang-1. BAEC and
BLMVEC (data not shown) were treated with PMA for 24 hrs in order to downregulate
all diacyl-glycerol dependent novel and classical isoforms of PKC. As expected, PMA
treatment drastically reduced the expression levels of PKCa (classical) and PKCo
(novel) without affecting levels of PKC( (atypical) (Figure 5C). Interestingly, despite
the absence of classical and novel isoforms, Ang-1 still induced a significant increase
in Thr497 phosphorylation. This indicates that atypical PKC may be involved.
Interestingly, when BAEC were pretreated with a cell-permeable myristoylated PKC(

pseudo-substrate inhibitor, Ang-1-induced phosphorylation on Thr497 of eNOS was
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significantly reduced (Figure 5D). In parallel to eNOS phosphorylation on Thr497,
Ang-1 stimulation does induce PKCC phosphorylation on Thr410, which is inhibited by
the pseudo-substrate inhibitor (Figure 5D). To verify if PKC{ could induce
phosphorylation of eNOS on Thr497, we transiently expressed a Flag tagged PKC({
construct (Flag-PKC{) in BAEC and monitored Thr497 phosphorylation levels. Indeed,
cells that overexpress PKC( display a marked increase in Thr497 and PKC{
phosphorylation levels (Figure 6A). Interestingly, phosphorylation on Ser1179 was
also increased in cells overexpressing PKCC. However, VEGF-stimulated NO release
was significantly inhibited in cells overexpressing PKC{ demonstrating that eNOS
activation was prevented by PKC{-mediated phosphorylation of Thr497 which seems
to prevail over the activating phosphorylation on Ser1179 (Figure 6B). Finally, to
highlight the specific requirement of PKC( kinase activity in these effects, we
overexpressed a kinase-dead PKC( construct in BAEC which did not affect the basal
phosphorylation levels of eNOS but markedly inhibited Ang-1-stimulated

phosphorylation of eNOS on Thr497 (Figure S3).

Next, we downregulated PKCC expression by siRNA in order to confirm its role in
Ang-1-induced phosphorylation on Thr497. Transfection of siRNA against PKC{ in
BAEC (Figure 7A) and in BLMVEC (Figure S4A) resulted in a reduction of PKC{
expression levels of more than 50% without affecting the expression of PKCa and 6.
Downregulation of PKC{ markedly reduced Ang-1-stimulated phosphorylation of
eNOS on Thr497 in BAEC (Figure 7A) and in BLMVEC (Figure S4A). Finally, to
establish a direct link between PKC({ activation by Ang-1 and, inhibition of NO

production and of transendothelial permeability, we determined if knockdown of PKC{(
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by siRNA could interfere with the inhibitory effects of Ang-1. Gene silencing of PKC{
in BAEC (Figure 7B) and BLMVEC (Figure S4B) eliminated the counteracting effects
of Ang-1 on VEGF-induced NO production (Figure 7B) without affecting VEGF-
stimulated NO release (Figure 7B and S4B). Similarly, knockdown of PKC{ abolished
the inhibitory effects of Ang-1 on VEGF-stimulated endothelial permeability in BAEC
(Figure 7C) and BLMVEC (Figure S4C). These results suggest that PKC( activity is
responsible for the inhibitory effects of Ang-1 on VEGF-induced endothelial

permeability via inhibition of NO release from endothelial cells.
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DISCUSSION

It is well established that VEGF and Ang-1 share many functional properties that

89,200,240 .
T However, 1n

contribute to the induction of angiogenesis and vasculogenesis.
contrast to VEGF, Ang-1 enhances vascular maturation and stabilization and acts as an
anti-inflammatory agent by modifying endothelial cell adhesion molecules and cell-to-
cell junctions.'”* Ang-1 is also known to maintain the integrity of the endothelial
barrier against a variety of inflammatory challenges and to protect the vasculature from

203,243,390
vascular leakage.” "™

In this study, we aimed at understanding how Ang-1 inhibits endothelial permeability
induced by VEGF. Our results show that Ang-1 not only fails to increase endothelial
permeability but also inhibits VEGF-induced permeability. Interestingly,
pharmacological inhibition of eNOS with L-NAME completely abolished VEGF-
stimulated passage of FITC-labeled dextran across a monolayer of endothelial cells
(Figure 1). This confirms that eNOS and NO contribute to increased endothelial
permeability stimulated by VEGF."***%4! Our results also provide evidences that
Ang-1 interferes with VEGFR-2-stimulated NO release from endothelial cells and that
this effect is mediated by Tie2 (Figure 4A). Overall, this suggests that acute blockade
of NO production by Ang-1 may contribute to the inhibition of endothelial
permeability (Figure 1). Ang-1 induces proliferation, migration, and survival of
endothelial cells.>*****> However, the effects of Ang-1 on eNOS activity remain
controversial. Our study supports previous findings showing that short-term Ang-1

stimulation of endothelial cells is incapable of inducing NO-dependent increase of
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intracellular cGMP levels.*” Others have reported that some of the proangiogenic
effects of Ang-1 are dependent on NO and that long-term stimulation of endothelial
cells does result in a modest, in comparison to VEGF, but significant increase in NO

production.***%

It is important to note that in these latter studies the angiopoietins
used were engineered Ang-1/Ang-2 chimeras and this may explain some of the
differences observed. In addition, we have exposed BAEC to Ang-1 concentrations of
up to 500 ng/ml for 24 hr without detecting any significant increase in NO levels
(results not shown). Nonetheless, we cannot exclude the possibility that some of the in
vivo proangiogenic effects of Ang-1 are dependent on eNOS and NO. However, these
effects could result from a direct action of Ang-1 at the eNOS gene expression level
rather than an acute activation of signaling pathways leading to eNOS activation and
NO production.”***” Interestingly, many studies, including ours, do show that Ang-1
does induce phosphorylation of eNOS on Ser1179 and that it is also a potent activator
of Akt in endothelial cells.*”** To explain the inability of Ang-1 to induce NO
release, we examined the phosphorylation levels of the inhibitory Thr497 residue of
eNOS. In contrast to VEGF, Ang-1 induces phosphorylation on Thr497, which
contributes to eNOS inhibition regardless of the fact that Ang-1 also induces
phosphorylation on Ser1179. This underscores the importance of a coordinated
dephosphorylation of Thr497 and phosphorylation of Ser1179 for optimal eNOS
activation. The consequence of Thr497 phosphorylation on eNOS activity has been
previously revealed by the phosphomimetic mutation of Thr497 on eNOS to Asp

which generates a form of eNOS markedly less active than WT when challenged with

agonists that are also capable of inducing phosphorylation on Ser1179.*® Our results

103



confirm that increased phosphorylation on Thr497 in response to Ang-1 results in a
less active eNOS even though Ang-1 also induces phosphorylation on Ser1179. Thus,
the observed increase in phosphorylation of eNOS at Thr497 following Tie2 activation
by Ang-1 (Figure 3) explains the potent antagonistic effect of Ang-1 on VEGF-
stimulated NO production. Furthermore, the mutation of Thr497 to alanine on eNOS
proves that Thr497 phosphorylation is required for inhibition of NO production by
Tie2. Indeed, in contrast to expression of WT-eNOS, NO release from VEGFR-2-
stimulated T497A-eNOS expressing cells is not inhibited by co-expression of Tie2,
confirming the necessity of Thr497 phosphorylation for inhibition of NO release by
Tie2 activation (Figure 4). Moreover, the dual mutation T497A/S1179D on eNOS also
reveals that phosphorylation on Thr497 is essential for the inhibitory effects of Tie2
even in the context of a phosphomimetic mutation at the 1179 position. Interestingly,
the double mutant still retains, to some extent, the capacity to be further activated by
VEGFR-2. This indicates that cellular mechanisms other than phosphorylation by Akt,
possibly intracellular calcium mobilization or changes in protein-protein interactions,

are also involved for maximal activation of eNOS by VEGFR-2.!24409413

Our results also indicate that protein kinase C activity plays an important role in the
signaling axis that leads to the modulation of eNOS activity by Ang-1. Interestingly,
Ang-1 stimulation does not activate PLCy, which confirms previous findings
demonstrating that Ang-1 cannot elicit an increase in intracellular calcium.**® This also
suggests that activation of PKCs in response to Ang-1 is achieved in a calcium-
independent manner. Thus, the increase in eNOS phosphorylation levels on the

putative inhibitory PKC site, Thr497, following Ang-1 stimulation is most probably
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dependent on activity of calcium-independent PKC isozymes. Moreover, G66976, a
specific inhibitor of calcium-dependent classical PKCs, did not inhibit Thr497
phosphorylation of eNOS by Ang-1 (Figure 5). Importantly, Ang-1 stimulation still
induced phosphorylation on Thr497 in cells where classical and novel PKC isozymes
were downregulated by a prolonged exposure of cells to PMA. This allowed us to
suggest that atypical PKCs might be involved in this effect of Ang-1. Finally, by
combining experiments using cell permeable peptide inhibitors (Figure 5),
overexpression studies (Figure 6) and siRNA mediated gene silencing (Figure 7), we
identified atypical PKC{ as being important for Ang-l1-mediated Thr497
phosphorylation. Importantly, inhibition of PKC( expression abrogates the capacity of
Ang-1 to interfere with VEGF-induced NO production and to increase endothelial
permeability in vitro. Our result do not exclude the participation of the other atypical
PKC isoform, PKC{/1 in Ang-1 signaling, however, we demonstrate that activation of
PKCC by Ang-1 seems to restrains NO production and may explain the protective
effects of Ang-1 against eNOS-dependent increases in vascular permeability.
Interestingly, when PKCC is overexpressed in endothelial cells, VEGF-stimulated NO
release is inhibited similar to a co-stimulation of cells with VEGF and Ang-1 (Figure
6). Also, we demonstrate for the first time that Ang-1 stimulation induces the
phosphorylation of endogenous PKC( in endothelial cells (Figure 5D). It has
previously been shown that thrombin-mediated endothelial permeability is prevented
by dominant-negative PKC{.*'* Our results show that PKC opposes VEGF-stimulated
NO release and endothelial permeability in vitro. It is an interesting possibility that

PKCC acts both as a positive or negative modulator of endothelial permeability
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depending on the factor involved. Nonetheless, Ang-1 stimulation induces
phosphorylation and activation of PKCC in endothelial cells and the full consequences
of these remains to be investigated. Interestingly, atypical PKCs have been associated

with the formation of tight junctions in polarized epithelial cells**’~

The implication
of atypical PKCC in the stabilization of the endothelium in ways that don’t involve NO

is also very plausible and warrants more investigation.

The protective effects of Ang-1 against vascular leakage have been well documented.
It also remains clear that multiple independent or interconnected signaling pathways
are involved in these effects. For example, it has been elegantly demonstrated that
Ang-1 inhibits vascular permeability through the sequestration of Src kinase via mDia
resulting in altered VEGF signaling at cell-to-cell junctions.'®* Also, c-Src has recently
been shown to positively regulate Akt and eNOS activity in response to VEGF.*!"
However, our results show that Ang-1 does not influence VEGF-induced Akt and
eNOS phosphorylation on Ser1179. This suggests that the inhibition of Src may act in
parallel to the inhibition of eNOS for the blockade of endothelial permeability by Ang-
1. In addition, it has also been shown that disruption of endothelial cell junctional
complexes by VEGF is impaired by Ang-1 and that PKCC inhibition blocks VEGF-
mediated dissociation of [-catenin from VE-cadherin.*® Others have shown that the
antipermeability effects of Ang-1 are due to the altered ability of VEGF to increase
Ca”" influx through TRPC1 channels in presence of Ang-1.>*° Finally, it has been

suggested that Ang-1 stimulation activates pl190 RhoGAP which results in RhoA

inhibition and in stabilization of the endothelial monolayer.*”> Our study now adds a
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new layer of regulation to this process by demonstrating that Ang-1 inhibits endothelial
permeability by preventing the release of an essential modulator of vascular
permeability in vitro and in vivo, nitric oxide. Overall, this demonstrates that multiple
and essential signaling pathways do converge to provoke the stabilization of the
endothelium. It remains to be shown if some of these signaling pathways are

specifically solicited in vivo in certain physiological or pathological conditions.

In summary, we provide herein the first evidence that inhibition of endothelial
permeability by Ang-1 results, at least in part, from the inhibition of NO release in
response to VEGF and that this is due to the phosphorylation of eNOS on the

inhibitory Thr497 site by PKCC.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Ang-1 stimulation counteracts VEGF-induced transendothelial
permeability and NO production. (A) Transendothelial permeability was determined
by measuring the passage of FITC-dextran through a monolayer of BAEC. Passage of
FITC-dextran was measured following exposure of BAEC to VEGF, Ang-1, or VEGF
and Ang-1 in combination (at the indicated concentrations). In some cases, cells were
pre-treated with the NOS inhibitor, L-NAME, as indicated. The data represent
permeability to FITC-dextran expressed as the mean fold increases + SEM with respect
to untreated cells. (B) NO released in the culture media of BAEC subjected to 30 min
stimulation with Ang-1 (100 ng/ml), VEGF (40 ng/ml) or both. Samples of culture
media were taken for nitrite quantification as described under "Methods". Data are the

average + SEM of at least 4 experiments. * P<0.05.

Figure 2. Ang-1 activates PKC independently of PLCy but does not inhibit
VEGFR-2 activation and signaling. (A) BAEC were stimulated with VEGF (40
ng/ml), Ang-1 (100 ng/ml) or both simultaneously for the indicated times. VEGFR-2
and Tie2 tyrosine phosphorylation levels were monitored in VEGFR-2 and Tie2
immunoprecipitates (IP). Equal immunoprecipitation levels from BAEC lysates were
confirmed by western blot (wb). Figure S2 shows the complementary treatments and
immunoprecipitates. These experiments were repeated at least 3 times with identical
results. (B) Activation of AKT, MAPK, PKC and PLCy, using the indicated phospho-
specific antibodies, was monitored in BAEC stimulated with Ang-1 (100 ng/ml),

VEGF (40 ng/ml) or both simultaneously for the indicated times. Equal protein loading
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was confirmed by reprobing the membranes with antibodies against total Akt, MAPK

and PLCy. These experiments were repeated at least 3 times with similar results.

Figure 3. Ang-1 induces phosphorylation of eNOS on the inhibitory Thr497 site.
(A) BAEC were stimulated with Ang-1 (100ng/ml), VEGF (40ng/ml) or both
simultaneously for the indicated times. Cell lysates were probed for eNOS
phosphorylation on Thr497 and Ser1179 using phospho-specific antibodies. Equal
protein loading was confirmed by western blotting for total eNOS. (B) Densitometric
ratio of results presented in A of p-Thr**’-eNOS (right panel), or p-Ser''”’-eNOS (left
panel) levels relative to total eNOS. Data were normalized with respect to control
unstimulated cells. Bar graph represents the average of 5 experiments expressed as
mean = SEM; * P<0.05. (C) Tie2 counteracts the effects of VEGFR-2 on Thr497
residue of eNOS. Phosphorylation levels of eNOS on Thr497 were monitored in COS-
7 cells transfected with eNOS plasmids in combination with expression vectors coding
for VEGFR-2, Tie2 or both. Total cell lysates were analyzed for p-Thr497-eNOS and
total eNOS. Bar graph shows the p-Thr*”’/total eNOS densitometric ratio expressed as
mean + SEM of 4 independent experiments; * P<0.05 compared to phosphorylation
levels of eNOS expressed with VEGFR-2. (D) Cellular localization of p-Thr*’-eNOS
in sparse (upper panels) or confluent (lower panels) BAEC following Ang-1
stimulation. BAEC were cultured on 0.1% gelatin-coated cover slips. Serum-starved
cells were either untreated or treated with 100 ng/ml Ang-1 for 15 min. Cells were
fixed, permeabilized, and incubated with anti-p-Thr**’-eNOS (pAb) (green) and anti-

eNOS (red) primary antibodies. Immunofluorescent staining was performed as
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described under "Methods" and observed by confocal microscopy (63X objective).

Figure 4. Phosphorylation of eNOS on Thr497 is required for inhibition of NO
production by Tie2. (A) The effect of Tie2 on NO production stimulated by VEGFR-
2 was measured in transfected COS-7 cells. Cells were co-transfected with expression
vectors coding for eNOS in combination with VEGFR-2 and wild type Tie2 (left
panels) or in separate sets of experiments the kinase-dead K855A-Tie2 constructs
(right panel). Levels of NO released in the media following transfection were measured
as in 1B. Expression levels of the transfected proteins were monitored by western
blotting (wb) (lower panels). The inactivity of K855A-Tie2, in contrast to WT-Tie2
was determined by anti-phospho-tyrosine western blotting of Tie2 immunoprecipitates
(IP) (inset; left panel). NO released from COS-7 cells transfected with expression
vectors coding for (B) T497A-eNOS single mutant or (C) T497A/S1179D-eNOS
double mutant in combination with VEGFR-2, Tie2 or both, was measured by
chemiluminescence as described above. Equal transfection levels were monitored by
western blotting (wb) using anti-VEGFR-2, anti-Tie2 and anti-eNOS antibodies. Data

are the average = SEM of at least 4 experiments * P<(.05.

Figure 5. Inhibition of PKC( prevents phosphorylation of eNOS on Thr497. (A)
BAEC were pre-treated with PKC inhibitors, (A) Bisindolylmalmeide I (Bis I; 0.5uM)
or (B) G66976 (0.5uM) for 30 min prior to Ang-1 (100ng/ml) stimulation for the
indicated times. Cell lysates were probed for eNOS phosphorylation on Thr497 using

phospho-specific antibodies. Equal protein loading was confirmed by western blotting
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for total eNOS. Inhibition of PKC activity was confirmed by western blotting using
anti-pan-p-Ser®®-PKC2 antibodies. (C) BAEC were treated for 24h with Phorbol 12-
Myristate 13-acetate (PMA; 5uM) to downregulate classical and novel PKC isozymes.
Cells were then stimulated with Ang-1 (100ng/ml) for the indicated times. Membranes
were probed with anti-p-Thr**’eNOS antibodies. Equal protein loading was confirmed
by western blotting for total eNOS. Cellular levels of PKC isozymes PKC activity was
confirmed by western blotting using anti-PKCa-PKC¢ and —PKC{_ antibodies (D)
BAEC were treated with a myristoylated PKCC pseudosubstrate inhibitor (Myr-PKC¢-
PS; 10 uM, 30 min) and stimulated for the indicated times with Ang-1 (100 ng/ml).
Total cells lysates were analyzed for p-Thr*’’-eNOS and p-Thr410/403-PKCC levels.
Equal protein loading was confirmed by blotting for total eNOS and PKCC. These

experiments were repeated at least 3 times with similar results.

Figure 6. Overexpression of PKC{ counteracts VEGF-induced NO production (A)
BAEC were transfected with an empty vector or with a Flag-PKC( expression vector
and total cells lysates were analyzed for p-Thr*”’-eNOS, p-Ser'' -eNOS, p-Thr‘”O/ 403
PKCC. Transfection efficacy was verified using anti-Flag antibodies. Total eNOS and
total PKC( levels were monitored to confirm equal protein loading and overexpression,
respectively. (B) BAEC were transfected with an empty vector or with a Flag-PKC(
expression vector. Serum starved cells were stimulated with VEGF (40 ng/ml; filled
bars) for 30 min. Samples of culture media were taken for nitrite quantification as
described under "Methods". Transfection efficacy was verified using anti-Flag

antibodies. Total eNOS and total PKC( levels were monitored to confirm equal protein
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loading and overexpression, respectively (lower panels).

Figure 7. PKCC knockdown reverses the inhibition by Ang-1 of eNOS, NO release
and of endothelial permeability. (A) BAEC were transfected with siRNA targeted
against PKCC or with control siRNA. 48h following transfections, cells were starved
for 6 hours before Ang-1 stimulation (100ng/ml) for the indicated times. Membranes
were probed with antibodies against p-Thr**’-eNOS and eNOS. PKC( knockdown was
confirmed by western blotting (wb). Cellular levels of PKCa and PKC¢ were not
affected by PKCE-siRNA. (B) BAEC were transfected with PKC{-siRNA (35uM;
filled bars) or control siRNA (35uM; open bars). 48h post-transfection cells were
starved for 6 hours before stimulation with VEGF (40ng/ml), Ang-1 (100ng/ml), or
both for 30 min. Samples of culture media were taken for the quantification of NO
released as described under "Methods". PKC( knockdown was confirmed by western
blotting and eNOS protein levels were monitored to confirm equal protein loading
(inset). (C) Permeability to FITC-dextran was determined in confluent BAEC
monolayers transfected with PKC(-siRNA (35uM; filled bars) or control siRNA
(35uM; open bars) before stimulation with VEGF (40ng/ml), Ang-1 (100ng/ml), or
both for 30 min. Data represent permeability to FITC-dextran expressed as the mean
fold increase = SEM with respect to untreated cells. PKC{ knockdown was confirmed
by western blotting and eNOS protein levels were monitored to confirm equal protein

loading (inset). * P<0.05.
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SUPPLEMENTARY FIGURE LEGENDS

Figure S1. Ang-1 stimulation counteracts VEGF-induced transendothelial
permeability and NO production. (A) Transendothelial permeability was determined
by measuring the passage of FITC-dextran through a monolayer of BLMVEC. Passage
of FITC-dextran was measured following exposure of BLMVEC to VEGF, Ang-1, or
VEGF and Ang-1 in combination (at the indicated concentrations). The data represent
permeability to FITC-dextran expressed as the mean fold increases £ SEM with respect
to untreated cells. (B) NO released in the culture media of BLMVEC subjected to 30
min stimulation with Ang-1 (100 ng/ml), VEGF (40 ng/ml) or both. Samples of culture

media were taken for nitrite quantification as described under "Methods".

Figure S2. Tie2 activation by Ang-1 does not alter activation of VEGFR-2 by
VEGF. BAEC were stimulated with VEGF (40 ng/ml), Ang-1(100 ng/ml) or both
simultaneously for the indicated time. VEGFR-2 and Tie2 tyrosine phosphorylation
levels were monitored in VEGFR-2 and Tie2 immunoprecipitates (IP). Equal
immunoprecipitation levels from BAEC lysates were confirmed by western blotting

(wb). These experiments were repeated at least 3 times with identical results.

Figure S3. Overexpression of kinase-dead PKC( inhibits Angl-induced eNOS
phosphorylation at Thr497. BAEC were transfected with an empty vector or with an
expression vector coding for kinase-dead PKC{ (KD-PKC{). 48h post-transfection

cells were starved for 6 hours before stimulation with Ang-1 (100ng/ml) for the
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indicated times. Total cells lysates were analyzed for p-Thr**’-eNOS. Total eNOS and
total PKCC levels were monitored to confirm equal protein loading and overexpression,

respectively.

Figure S4. PKCC knockdown in BLMVEC reverses the inhibition by Ang-1 of
eNOS, NO release and of endothelial permeability. (A) BLMVEC were transfected
with siRNA against PKC( or control siRNA. 48h following transfections, cells were
starved for 6 hours before Ang-1 stimulation (100ng/ml) for the indicated times.
Membranes were probed with antibodies against p-Thr**’-eNOS and eNOS. PKC(
knockdown was confirmed by western blotting (wb). (B) BLMVEC were transfected
with PKCC-siRNA (35uM; filled bars) or control siRNA (35uM; open bars). 48h post-
transfection cells were starved for 6 hours before stimulation with VEGF (40ng/ml),
Ang-1 (100ng/ml), or both for 30 min. Samples of culture media were taken for the
quantification of NO released as described under "Methods". PKC{ knockdown was
confirmed by western blotting and eNOS protein levels were monitored to confirm
equal protein loading (inset). (C) Permeability to FITC-dextran was determined in
confluent BLMVEC monolayers transfected with PKC(-siRNA (35uM; filled bars) or
control siRNA (35uM; open bars) before stimulation with VEGF (40ng/ml), Ang-1
(100ng/ml), or both for 30 min. Data represent permeability to FITC-dextran expressed
as the mean fold increase + SEM with respect to untreated cells. PKC{ knockdown was
confirmed by western blotting and eNOS protein levels were monitored to confirm

equal protein loading (inset). * P<0.05
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CHAPITRE 3
Article 2: Formation of a PKC{/B-catenin complex in
endothelial cells promotes angiopoietin-1-induced
collective directional migration and angiogenic

sprouting.
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Summary

Angiogenic sprouting requires that cell-cell contacts be maintained during migration of
endothelial cells. Angiopoietin-1 (Ang-1) and VEGF act oppositely on endothelial cell
junctions. We found that Ang-1 promotes collective and directional migration and, in
contrast to VEGF, induces the formation of a complex formed of atypical PKC( and j-
catenin at cell-cell junctions and at the leading edge of migrating endothelial cells. This
complex brings Par3, Par6 and adherens junction proteins at the front of migrating cells
to locally activate Racl in response to Ang-1. The colocalization of PKC{ and -
catenin at leading edge along with PKC{-dependent stabilization of cell-cell contacts
promotes directed and collective endothelial cell migration. Consistent with these
results, downregulation of PKC( in endothelial cells alters Ang-1-induced sprouting in
vitro and knockdown in developing zebrafish results in intersegmental vessel (ISV)
defects caused by a perturbed directionality of tip cells and by loss of cell contacts
between tip and stalk cells. These results reveal that PKCC and B-catenin function in a
complex at adherens junctions and at the leading edge of migrating endothelial cells to

modulate collective and directional migration during angiogenesis.
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Introduction
Migration of endothelial cells during angiogenesis requires extensive remodeling of

415,416

intercellular junctions. In vascular sprouting, endothelial cells differentiate into

tip and stalk cells and this is mainly regulated by the Notch-Delta pathway, which
dictates and maintains cell identity throughout vasculogenesis and angiogenesis.”"*”
The highly motile tip cells extend filopodia and branch out in a directional manner
from existing vessels in response to guidance cues. Stalk cells remain behind and
maintain cell-cell contacts to preserve vessel integrity and form lumens for blood
perfusion.'” Collective directional migration necessitates that cell-cell contacts are
maintained and that leader cells at the migration front adopt a polarized morphology.*'®

Thus, endothelial sprouts must respond to guidance cues and to signaling at cell-cell

contacts to dictate the migration process that ultimately leads to vessel formation.

Many angiogenic factors, such as angiopoietins and vascular endothelial growth factor
(VEGF), contribute to the establishment and maintenance of a mature
vasculature.*'**"” The remodeling of endothelial cell-cell junctions plays a key role in
vessel wall assembly and maturation. Failure of the barrier function of the endothelium
results in increased vessel permeability and in altered vessel maturity such as in
tumoral blood vessels.’”?! Angiopoietin-1 (Ang-1) and VEGF share many pro-
angiogenic properties such as the induction of proliferation, survival and migration of
endothelial cells. However, it is well known that they induce opposite effects on
adherens junctions and on endothelial cell permeability.'*******° VEGF promotes the

dissociation of adherens junctions while Ang-1 induces the stabilization of junctional

132



203,225,245

complexes. Interestingly, signaling at cell-cell junctions can serve as polarity

cues to organize cell movement and general organization of cell shape.**

In migrating mammalian cells, Par/atypical protein kinase C (aPKC) polarity
complexes are recruited to the leading edge and have been implicated in the initial
polarization events necessary for directed cell migration of astrocytes and epithelial
cells.”****! This is thought to be mostly mediated by integrin engagement with the
extracellular matrix and necessary to regulate polarized integrin-dependent Rac and
Cdc42 activity.**>*** More recently, Par polarity complexes have been shown to
modulate cell-cell contacts and promote collective cell migration.***** However, the
molecular players regulating collective and directed endothelial cell migration during

angiogenic sprouting have remained elusive.

Herein we show that, in order to promote collective directional migration, Ang-1
induces the formation of a protein complex comprised of atypical PKC( and B-catenin
at cell-cell junctions and at the leading edge of migrating endothelial cells. This
colocalization at the leading edge allows for the establishment of a multi-protein
complex involving Par3, Par6 and adherens junction proteins, which are necessary for
localized Racl activation. Consequently, PKC{ and B-catenin located at adherens
junctions and at leading edge are necessary for collective migration and endothelial cell
sprouting stimulated by Ang-1. Furthermore, during intersegmental vessel (ISV)
sprouting in zebrafish, downregulation of PKC( results in loss of contact between tip
cells, emerging from the dorsal aorta, and following stalk cells and in marks of aberrant

polarity cues, such as increased filopodia and random cell extensions. Taken together,
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these results provides evidence that PKC({ and [B-catenin promote the cooperation
between adherens junction proteins and the Par polarity complex at the leading edge

and cell junctions of migrating cells to regulate collective directional cell migration.
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Methods

Cell culture and transfections

Bovine aortic endothelial cells (BAEC), obtained from VEC Technologies, were
cultured in Dulbecco modified Eagle medium (DMEM) supplemented with 10% fetal
bovine serum (HyClone), 2.0 mM L-glutamine, 100 U/mL penicillin, and 100 pg/mL
streptomycin. COS-7 cells were cultured in DMEM supplemented with 10% fetal
bovine serum (Invitrogen), 2.0 mM L-glutamine, 100 U/mL penicillin, and 100 pg/mL
streptomycin. BAEC were transfected with expression plasmids (Flag-WT-PKC(, Flag-
DN-PKC(, Flag-CA-PKC(C, Raichu-Rac) or siRNAs (PKC(-siRNA, B-catenin-siRNA
or non-silencing control siRNA) using Lipofectamine 2000 (Invitrogen) according to
manufacturer's instructions. 48 h post-transfections, cells were starved in serum-free

media 6 h prior to cell stimulation with Angl or VEGF.

Wound healing Assay and time-lapse video microscopy

BAEC at about 90% confluence were starved overnight in 6 or 12-well plates. The
resulting confluent cell monolayers were scratched with a sterile 1 ml or 200 pl pipette
tip before stimulation with Ang-1 or VEGF to induce cell migration. In some instances,
cells were first transfected with correspondent cDNA constructs or with siRNA. Cells
were left 48 h to recover and to reach confluency. Fluorescent vital Hoechst dye was
added to cells for 10 min. After removing the Hoechst dye, cells were washed three
times with serum free media and stimulated with Ang-1 or VEGF. Cell movements
were recorded using a Leica microscope DM IRE2 equipped with an automated and

heated stage using a Hamamatsu Orca-ER Model C-4742 digital camera controlled by

135



Volocity software (Perkin Elmer) and programmed to capture a frame every 10
minutes of the migration period (6 h). Temperature was maintained at 37°C and
atmosphere within the chamber was kept at 5% CO2/95% air throughout the
experiment. Cell movements recorded by time-lapse video microscopy were quantified
using the Matlab software (The Math Works, Inc.) as previously (for details, see

supplemental Methods).*'®***

Immunofluorescence Confocal microscopy

BAEC were cultured on 0.1% gelatin-coated coverslips and transfected as indicated
above. Cells were serum-starved overnight and stimulated for 30 minutes with Ang-1
or VEGF. Cells were washed briefly with cold PBS and fixed for 20 minutes in PBS
containing 3.5% paraformaldehyde. Cells were rinsed with PBS and permeabilized
with 0.3% Triton in PBS for 5 minutes. Fixed cells were blocked with 1% BSA and
then incubated for 1 hour with primary antibodies in 0.1% BSA in PBS. Bound primary
antibodies were visualized after 1 hour of incubation using Alexa Fluor 488-labeled
goat anti-rabbit, Alexa Fluor 568-labeled goat anti-mouse, Alexa Fluor 568-labeled
rabbit anti-mouse, Alexa Fluor 488-labeled donkey anti-goat, Alexa Fluor 568-labeled
donkey anti-mouse or Alexa Fluor 680-labeled donkey anti-rabbit. Coverslips were
mounted using Fluoromount (Sigma) and observed using a Zeiss LSM 710 confocal
laser-scanning microscope. Samples were viewed with a 63x/1.4 NA oil objective.

Images were assembled using Adobe Photoshop CS4.
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Tiam1 Activation Assay

The Active Rac-GEF Assay Kit (Tiam1) from Cell Biolabs was used to monitor Tiam1
activation. Briefly, BAEC were transfected with CT, PKCC or B-catenin-siRNA and
active Tiam1 was pulled-down from BAEC lysates (3 mg) using G15A-Racl agarose
beads. The precipitated active Rac-GEF is detected by immunoblotting using an anti-

Tiam1 antibody.

Microinjection of zebrafish embryos

Tg(flila:EGFP)" transgenic zebrafish were maintained under standard condition. The
previously described PKC({ translation-inhibiting morpholino (PKC{-MOI1,
5’GATCCGTTACTGACAGGCATTATAS3’) was injected into 1-2 cell stage zebrafish
embryos at 8 ng/embryo.*® Alternatively, we designed a splice-blocking morpholino
targeting exon 2 of prkcz (PKC-MO2,
5’GTCCCTGCACACAAAACAACCGGAT3’) that was injected at 4 ng/embryo. All
morpholinos were purchased from Gene Tools LLC. Both uninjected control and
morpholino-injected (PKC{-MO) embryos were maintained at 28°C in standard E3
water until 15 hours post fertilization (hpf). Dechorionated embryos were anesthetized
in 0.02% Tricaine (Sigma) and embedded in low melting-point Agarose covered Petri
dish with a No. 1.5 cover glass. The Petri dish was covered with E3 water
supplemented with 0.02% Tricaine and mounted on a computer controlled stage of a
Nikon Ti-E inverted microscope (Nikon Instruments, Melville, NY) (for details, see

supplemental Methods).
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Spheroid-based in vitro angiogenesis assay

24 h after transfection of siRNA, spheroids of 750 BAE cells were generated as
described previously.*”” Images of the spheroids were taken after 24 h of sprouting
using a Retiga EXi Fast camera (QImaging) mounted on an Axiovert S100 TV
microscope (Zeiss) with a 10X (NA 0.25) objective. The extent of capillary sprouting
was quantified by measuring average sprout length and number of sprouts growing out
of each spheroid using the Image J imaging software. At least 10 spheroids per

conditions were analyzed and 3 independent experiments were performed.

Statistical Analysis
Values are reported as mean + SEM. Statistical differences were evaluated using
ANOVA followed by Bonferroni’s multiple comparison post-hoc test using the Graph

Pad Prism. P value less than 0.05 was considered as statistically significant.
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Results

Ang-1 induces the collective and directional migration of endothelial cells

Since collective and directional cell migration implies that cell-cell contacts are
maintained throughout the migratory process and that Ang-1 and VEGF act in an
opposite manner on endothelial cell junctions, we examined the migratory response of
endothelial cells exposed to VEGF or Ang-1. Cultured bovine aortic endothelial cells
(BAEC) were subjected to in vitro wound healing assays in presence of VEGF or Ang-
1. As previously shown, both VEGF and Ang-1 induce the migration of endothelial
cells within the wounded area (Figure 1A).**** However, analysis of migrating
endothelial cells by time-lapse imaging revealed that at the end of 6 h of migration,
BAEC exposed to VEGF had migrated within the wounded area significantly more as
single cells (Figure 1B-C) whereas under Ang-1 stimulation, cells at the edge of the
wound maintained contact with neighboring cells positioned at the back (Figure 1B-C).
Cell tracking of migrating endothelial cells shows that Ang-1-stimulated cells use
mostly straight paths (Figure 1D), which are in majority perpendicular to the
orientation of the scratch (Figure 1E). In contrast, migration tracks from cells
stimulated with VEGF during wound closure are less linear and more tortuous
compared to cells stimulated with Ang-1 (Figure 1D). Analysis of the tracks revealed
that the average total distances covered by individual cells stimulated with Ang-1 or
VEGF were similar (Figure 1F). However, the net distance covered by cells stimulated
with Ang-1 from their point of origin was significantly longer than for cells stimulated

with VEGF (Figure 1F). Consequently, the migration induced by Ang-1 was more
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persistent than migration stimulated by VEGF (Figure 1G). This increase in the
persistence of cell migration is reflected in the linearity of tracks and the directionality
of the moving cells (Figure 1D-E). Thus, in contrast to VEGF, Ang-1 induces a

collective, more persistent and directional migration of endothelial cells.

Association of PKC{ with [3-catenin in endothelial cells

We previously reported atypical PKCC as a key player in Ang-1-mediated stabilization
of cell-cell contacts and inhibition of endothelial permeability induced by VEGF.** To
identify molecular players linking PKCC signaling events downstream of the Ang-1
receptor Tie2, we used immunoprecipitation coupled to mass spectrometry and
identified (-catenin as a PKC( interacting protein in lysates from Ang-1-stimulated
endothelial cells (supplemental Table 1). We show that, simultanecous to the
phosphorylation of PKC({, Ang-1 stimulation induced the association of 3-catenin with
PKCC (Figure 2A). In contrast, stimulation of BAEC with VEGF did not induce PKC{
phosphorylation or its association with [-catenin. Also, we demonstrate that Flag-
tagged PKCC can associate in vitro to recombinant GST-3-catenin using pull-down
assays from cell lysates of transfected BAEC stimulated with Ang-1 (supplemental
Figure 1A). It is well recognized that Ang-1 stimulation of endothelial cells strengthens
cell-cell adhesions.***! On confluent endothelial cell monolayers, Ang-1 induces the
relocalization of PKCC to cell-cell contacts where it colocalizes with the adherens
junction proteins: [-catenin and VE-cadherin (Figure 2B). Quantification of
fluorescence intensity of 3-catenin and VE-cadherin labeling revealed a tightening of

adherens jonctions in response to Ang-1. Under Ang-1 stimulated conditions, the
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fluorescence intensity signal is more prominent and restricted compared to control
conditions (Figure 2C). In addition, upon Ang-1 stimulation, fluorescence intensity of
the PK ( labeling increased at cell-cell junctions and overlapped with [(3-catenin and
VE-cadherin (Figure 2C). Similarly, phosphorylated PKC( colocalized with (3-catenin
following Ang-1 stimulation and the fluorescence intensity profile of p-PKC( labeling

overlapped with [3-catenin at cell-cell junctions (Figure 2D-E).

To determine whether PKC( activity modulates its interaction with (3-catenin, anti-Flag
immunoprecipitations from lysates of endothelial cells that were transfected with Flag-
tagged wild-type (WT) or dominant negative (DN) PKCC (K281R) were performed.
Ang-1 stimulation induced phosphorylation of WT-PKC{ and its association with [3-
catenin, which was not observable when Flag-DN-PKC{ was used (Figure 2F).
Furthermore, to confirm that the activity status of PKC({ determines its association with
[-catenin, COS-7 cells were transfected with Myc-tagged [3-catenin, Flag-WT-PKC(,
DN-PKCC or the constitutive active (CA) PKCC constructs in presence or absence of
the Ang-1 receptor, Tie2 (Figure 2G). Anti-Flag immunoprecipitates showed that
expression of Tie2, which becomes activated independently of Ang-1 stimulation when

d,***? induced the association between Myc-B-catenin and

transiently overexpresse
Flag-WT-PKCC. In contrast, Tie2 expression did not induce the association of DN-
PKCC to B-catenin. The constitutively active Flag-CA-PKC( construct was found to
associate with -catenin even in the absence of Tie2 (Figure 2G). Identical results were

obtained from the reciprocal immunoprecipitations of Myc-[3-catenin (supplemental

Figure 1B-C). To determine if cell-cell contacts are required for the formation of the
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PKC{/B-catenin complex, we examined if Ang-1 could promote the association of
PKC{ with [-catenin in sparse or confluent endothelial cell cultures.
Immunoprecipitation of PKCC revealed that in sparse cells Ang-1 stimulation did not
induce the association of PKC{ to [-catenin (Figure 2H). Interestingly, Ang-1
stimulation induced the phosphorylation of PKC{ even in sparse endothelial cells
indicating that cell-cell contacts are not required for PKC( activation. Furthermore, we
used the calcium-chelating agent EGTA to disrupt homotypic VE-cadherin binding in

confluent cells +**

and confirmed that association of PKC{ with, (3-catenin in Ang-1-
stimulated cells does not occur if engagement of cadherins at cell-cell junctions is

disrupted. EGTA treatment also increased basal phosphorylation levels of PKCC,

perhaps due to the inhibition of calcium-sensitive phosphatases.

PKC{ and 3-catenin are required for collective and persistent cell migration

PKC ( and the polarity complex have been implicated in the initial polarization events
required for directed cell migration.***** Thus, we sought to determine if association
of PKCC with [-catenin plays a role in migration of endothelial cells. We used RNA
interference to transiently silence PKCC or B-catenin in BAEC and investigated the
consequence on cell motility during wound closure assays. Time-lapse images of cells
exposed to either Ang-1 or VEGF during 6 h of migration were recorded and the
migration tracks of individual cells were analyzed. Strikingly, we observed that
downregulation of PKC{markedly affected the ability of Ang-1 to induce collective
cell migration by causing a detachment of the leading cells from the migration front

and migrate as single cells (Figure 3A-D). Notably, this mode of single cell migration
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resulting from the downregulation of PKC{ phenocopies cell migration induced by
VEGEF in control conditions (Figure 3A). Downregulation of PKCC did not affect the
total distance covered by migrating cells stimulated with VEGF or Ang-1
(supplemental Figure 2A). However, downregulation of PKC( in cells exposed to Ang-
1 significantly reduced the net distance covered by cells (supplemental Figure 2B).
Consequently, downregulation of PKC( led to a significant decrease in the persistency
and in the directionality of migration, presented in rose plots (Figure 3B-C). Ang-1-
induced cell migration was perturbed with a more random and multi-directional
displacement of the cells rather than mostly perpendicular to the wound as in CT-
siRNA transfected cells stimulated with Ang-1 (Figure 3C). Importantly, silencing of
[3-catenin in endothelial cells also resulted in increased single cell migration, decreased
persistency and directionality in response to Ang-1-stimulated wound closure (Figure

3E-F and supplemental Figure 2C-F).

Our results indicate that Ang-1 stimulation of confluent endothelial cells induces the
recruitment of PKCC to cell-cell contacts where it colocalizes and associates with [3-
catenin (Figure 2B). PKC{ has also been shown to be distributed at the leading edge of
migrating epithelial cells and astrocytes and to regulate directional migration.>>’*
Thus, we examined by confocal microscopy the cellular localization of PKC{ and f3-
catenin during directional endothelial cell migration. In Ang-1-stimulated cells that are
located at the migration front during wound closure, PKC{ and [-catenin were

colocalized at the leading edge of cells (Figure 3G). In contrast, in VEGF-stimulated

cells, B-catenin and PKC({ were not localized at the leading edge (Figure 3QG).
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Furthermore, a pool of activated PKC(, as judged by phosphorylation on Thr*'’, is

localized at the leading edge of Ang-1-stimulated cell (supplemental Figure 2G).
Silencing of PKCC using siRNA or inhibition of PKC( activity with a cell permeable
pseudo-substrate peptide prevented the redistribution of (-catenin and PKC( at the
leading edge of cells in response to Ang-1 (Figure 3H). Moreover, 3-catenin staining
revealed that inhibition of PKC( in Ang-1-stimulated cells alters cell-cell junctions
(Figure 3H). Additionally, silencing of [3-catenin prevented the redistribution of PKCC
at the leading edge of migrating cells in response to Ang-1 (Figure 3H). These results
indicate that PKC{ expression and activity are required for maintained cell-cell
contacts and formation of a PKC{/3-catenin complex at the leading edge during Ang-
I-induced collective and directional migration. To confirm the requirement of
intercellular contacts for the polarized localization of PKC{ and [-catenin, we
examined if Ang-1 could promote the translocation of PKC( and [3-catenin at the front
of sparsely plated endothelial cells. Caveolin-1 immunofluorescence staining was used

225 and it revealed that in absence of cell contacts

to localize the rear of sparse cells
Ang-1 stimulation did not induce the localization of PKCC and [3-catenin at the front of
cells (supplemental Figure 3). This is in contrast to confluent endothelial cells located
at the front during gap closure (Figure 3G and supplemental Figure 3). This result is in

agreement with the incapacity of Ang-1 to induce the co-immunoprecipitation of PKC{

and [3-catenin in sparsely cultured cells (Figure 2H).
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Polarity and adherens junction proteins localize at the leading edge of migrating
endothelial cells

Our results suggest an intriguing link between the PKC( polarity complex and proteins
involved in the formation of adherens junctions during collective and directional
endothelial migration. To explore this in more detail, we monitored the cellular
localization of components of the adherens junction and polarity complexes in
migrating endothelial cells. Surprisingly, in addition to [-catenin and PKC(, the
adherens junction proteins VE-cadherin (Figure 4A) and o-catenin (supplemental
Figure 4D) were relocated at the leading edge of Ang-1 stimulated cells. Quantification
of the extent of colocalization of the labeling at the leading edge or at cell junctions
revealed that Ang-1 induced a significant increase in the overlap between [3-catenin or
VE-cadherin and PKC( staining at the leading edge and at cell-cell junctions (Figure
4B). However, the overlap coefficient of VE-cadherin and 3-catenin colocalization was
not significantly altered when quantified at cell-cell junctions (Figure 4B).
Interestingly, Ang-1 induced the colocalization of Par3 with PKCC and [3-catenin at the
front of migrating endothelial cells when stimulated with Ang-1 (Figure 4C-D).
Another component of the polarity complex, Par6, was also found at the front of
migrating cells (Figure 4C and supplemental Figure 4D). However, Ang-1 stimulation
did not significantly increase the colocalization of Par6 with PKC( at the leading edge
of cells (Figure 4D). Furthermore, the colocalization of Par3 or Par6 with PKC{ at cell-
cell junctions was not significantly enhanced by Ang-1 treatment. Next, we purified
PKCC by immunoprecipitation from BAEC lysates and determined which components

of the adherens junction and polarity complexes are associated to PKC( in response to
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Ang-1 stimulation. Our results indicate that in addition to (3-catenin, VE-cadherin, o-
catenin and Par3 are actively recruited to PKC( following Ang-1 stimulation (Figure
4E). Similarly, immunoprecipitation of (-catenin (supplemental Figure 4A) or VE-
cadherin (supplemental Figure 4B) also revealed that PKC{ was recruited to the
adherens junction protein complex following exposure of cells to Ang-1. Interestingly,

322,35
337 and

Par6 appears to be basally associated to PKCC in non-stimulated conditions
this association remains in presence of Ang-1 (Figure 4E). This was confirmed in Par6
immunoprecipitates where PKCC levels remained relatively unchanged in response to
Ang-1 (supplemental Figure 4C). However, increased [3-catenin association to the Par6
immunocomplex was observed suggesting that Par6 and PKC({ are recruited
simultaneously to adherens junction proteins following Ang-1 stimulation
(supplemental Figure 4C). Similar experiments, shown in Figure 4F, indicate that in
BAEC where [-catenin expression was downregulated by siRNA, the increased co-
immunoprecipitation of VE-cadherin, 3-catenin and Par3 with PKC( induced by Ang-1
was abrogated. These results suggest that, in migrating endothelial cells, the polarity

complex including PKCC could associate with adherens junction proteins via 3-catenin

to participate in the establishment of a leading edge.

We also investigated the possibility that activated Tie2 could serve as a scaffold to
promote localized PKC{ activation. However, we could not detect by
immunoprecipitation an association between PKC({ and Tie2 in lysates from
endothelial cells stimulated with Ang-1 (supplemental Figure 5A). Interestingly, we

show that, following stimulation with Ang-1, Tie2 was distributed as clusters at cell-
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cell contacts in confluent cultures of endothelial cells but it did not colocalize with 3-
catenin (supplemental Figure 5B). This is similar to the previously reported absence of
colocalization between Tie2 and VE-cadherin at intercellular contacts®”. In BAEC
located at migration front, Tie2 formed clusters upon stimulation with Ang-1 at the
leading edge of cells where it intermingled but did not colocalize with PKC{
(supplemental Figure 5C). Hence, upon activation, Tie2 forms clusters at cell-cell
contacts and at the leading edge to promote collective and directional migration but it

does not appear to interact with the PKCZ/p-catenin complex.

PKCC{ and B-catenin are required for polarized Racl activation by Ang-1

The Rho-GTPases are orchestrators of cell migration and of polarity signaling.?%*%*7
Notably, Rac GTPases are important regulators of leading edge establishment and
directed cell motility. To determine whether PKCC and [3-catenin are involved in the
spatiotemporal activation of Racl during Ang-1-stimulated endothelial cell migration,
we used a FRET approach with the Raichu-Rac1 biosensor (YFP-Rac-CFP) to monitor
Rac activation in migrating cells*® (Figure 5A and supplemental Figure 6). BAEC
were transfected with Raichu-Racl and with the siRNA directed against PKC( or
control siRNA. Time-lapse acquisitions of FRET signal from live transfected cells at
the edge of the wound revealed that, upon exposure to Ang-1, Racl activity increased
at the leading edge of the cells after 5 min of stimulation and was sustained for 30 min
(Figure 5A). Upon silencing of PKCC in BAEC, Ang-1 stimulation did not increase the

FRET signal at the leading edge (Figure 5A). To confirm this result, a global

quantification of Rac activation was measured in fixed cells using a FRET after
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acceptor photobleaching based assay where cells were transfected with CT-siRNA,
PKCC-siRNA or (-catenin-siRNA. In contrast to CT-siRNA transfected cells, where
Ang-1 stimulation induces Rac activation at the leading edge, PKC{-siRNA and [3-
catenin siRNA transfected cells displayed no increase in Rac activity (Figure 5B). This
indicates that PKC{ and (-catenin are required for the localized activation of Rac in
response to Ang-1. Quantification of FRET efficiency confirmed that Ang-1
stimulation increases Racl activity at the front of migrating endothelial cells and that
depletion of either PKC( or (3-catenin abolished this effect induced by Ang-1 (Figure

50).

The Rac-GEF Tiam!l was reported to play a role in directional cell migration via its

association to Par3 in polarity complexes at the leading edge.*”’

Thus, we investigated
if stimulation of endothelial cells with Ang-1 induces Tiam1 activation. We performed,
using G15A-Racl as bait, pull-down assays for active Rac-GEFs from lysates of
BAEC transfected with CT-siRNA, PKC{-siRNA or [-catenin-siRNA. Ang-1
stimulation increased Tiaml activity as revealed by its association to G15A-Racl.
Downregulation of PKC( or -catenin markedly reduced Tiaml activation following
stimulation of BAEC with Ang-1 (Figure 5D). Overall, these results suggest that in
response to Ang-1, PKC( and [-catenin are required for Tiaml activation and for

localized Racl activity at the leading edge to promote directional migration of

endothelial cells.
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Knockdown of PKCC in zebrafish embryos causes vascular sprouting defects

To gain insights into the role of PKCC during vascular development in vivo, we
designed ATG-targeting and splice-blocking morpholino antisense oligomers against
the prkcz gene (PKC{-MOI1 and PKCC-MO?2, respectively) that were injected into
Tg(flila:EGFP) zebrafish embryos. Importantly, no dysmorphogenesis of the embryo
were observed for the PKC{-MOs at the doses used (Figure 6A). At 30 hours post-
fertilization (hpf), both PKC{ morphants displayed a significant increase in
intersegmental vessels (ISV) defects per embryos (Figure 6B-C). Notably, the splice
blocking PKC{-MO2 was more toxic and was injected at a lower dose, which resulted
in less ISV defects than for PKC{-MO1 (Figure 6C). The position and the number of
ISV sprouting from the dorsal aorta (DA) toward the dorsal longitudinal anastomosing
vessel (DLAV) are not affected in PKC{ morphants. However, most of the ISV sprout
defects occurred in the initial stages of sprout elongation; most prior to reaching the
horizontal myoseptum (Figure 6B). We imaged segmental artery sprouting in control
embryos and in PKC{ morphants and observed that tip cells, following the initial
sprouting from the dorsal aorta, separate from the secondary connector stalk cells and
appear to have lost polarity cues by extending filopodia in a more random fashion,
such that most of them do not eventually form the DLAV (Figure 6B-D and
supplemental Video 1 and Video 2
(http://bloodjournal.hematologylibrary.org/content/120/16/3371/suppl/DC1). Thus,
knockdown of PKC{ causes disorganized endothelial sprouting due to tip cell
detachment from the stalk cell and a loss of the polarization of tip cells resulting in

altered angiogenic sprouting during zebrafish development.
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PKCC and [(-catenin are required for in vitro angiogenic sprouting induced by
Ang-1

To confirm the importance of PKC{ and [(3-catenin for Ang-1-stimulated endothelial
cell sprouting, we established in vitro 3-dimentional spheroidal BAEC cultures and
monitored sprouting of endothelial cells. We investigated whether downregulation of
PKCC or of B-catenin influenced Ang-1-stimulated endothelial cell sprouting from
spheroids. Ang-1 and VEGF induced endothelial cell sprouting from spheroids and,
compared to VEGF, Ang-l-induced sprouts appeared wider with less bifurcations
(Figure 6E). Cells transfected with PKC({-siRNA and [3-catenin-siRNA formed
significantly shorter sprouts in response to Ang-1 than in CT-siRNA transfected cells
(Figure 6F). Interestingly, the number of sprouts per spheroid in response to Ang-1 was
increased in spheroids formed with PKC{ downregulated cells (Figure 6G). Moreover,
tips of capillary sprouts formed by PKC( or -catenin downregulated cells displayed
multiple bifurcations and more formations of short secondary sprouts compared to CT-
siRNA transfected cells stimulated with Ang-1 (Figure 6E). In addition, approximately
75% of spheroids formed with PKCC or 3-catenin-siRNA and stimulated with Ang-1
displayed cells that had detached from the spheroids during sprouting compare to 35%

CT-siRNA transfected cells (Figure 6E).
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Discussion

Collective and directed cell migration is central for numerous physiological processes,
such as morphogenesis, wound repair and cancer metastasis.’®’ Blood vessel elongation
and branching necessitates a coordinated interplay between cell fate determinants to
specify tip or stalk cells and migration modes that dictates cell polarization and
cohesion.'” In the present study, we show that Ang-1, in contrast to VEGF, induces
collective and persistent migration of endothelial cells. Our data support the paradigm
that directional and persistent cell migration involves lateral polarity cues from cell-
cell junctions that influence the migratory process.*****® We discovered that Ang-1
induces the association and colocalization of atypical PKC( and [3-catenin at adherens
junctions and at the leading edge of migrating endothelial cells. We show that PKC{
and [3-catenin are required in endothelial cells for the formation of a complex
comprised of polarity and adherens junction proteins at the migration front.
Localization of the Par polarity complex at the leading edge has been shown to be
important for directed cell migration and spatial activation of Rho GTPases.’>***’
Furthermore, cadherin-mediated cell-cell attachment maintains collective migration
behavior in many cell types.****** Indeed, downregulation of B-catenin and disruption
of endothelial cell junctions prevent Ang-1 from promoting collective migration. We
now demonstrate that PKCC activity not only stabilizes adherens junctions but does
also contributes to collective and directional cell migration. We also provide evidence
that polarity and adherens junction proteins cooperate at the cell front of leader cells

during directional migration. Interestingly, our data suggest that the localization of this
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complex at the leading edge is required for polarized Racl activation during Ang-1-
promoted endothelial cell migration. During vascular morphogenesis, Rho GTPases
regulate diverse cellular functions such as endothelial cell invasion and lumen
formation.*” Our results suggest that Racl is an effector of PKC{ signaling
downstream of Ang-1/Tie2. However, our results also indicate that migration of
endothelial cells as single cells does not require polarized Racl activity since Ang-1
stimulation induces single cell migration in PKC({ or (3-catenin downregulated cells
(Figure 3). This suggests that activation of Rho GTPases other than Racl may be
involved in single cell endothelial migration. Also, the colocalization of adherens
junctions proteins with Par3 at the leading edge of Ang-1-stimulated cells indicated
that a Rac-GEF, such as Tiaml, may also be recruited to activate Racl and promote
directional cell migration.*”” Indeed, we observed that Tiam1 is activated upon Ang-1
stimulation and that downregulation of PKCC or of 3-catenin prevented its activation

by Ang-1 (Figure 5D).

Our results indicate that the formation of a PKC{/B-catenin complex has a dual role in
the induction of collective and directional cell migration. First, the localization of [3-
catenin and PKC({ at adherens junction contributes to the tightening of cell-cell
adhesions that maintains cell contacts during migration. Second, colocalization at cell
front following Ang-1 stimulation promotes the establishment of a leading edge
containing adherens junction and polarity proteins that allows the polarized distribution
of Rac activity possibly through the action of Tiaml. It is well known that activation of

Tie2 by Ang-1 in endothelial cells leads to stabilization of cell junctions and inhibition
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of endothelial cell permeability.'”***>** We show that inhibition of PKC{ activity or
downregulation of f-catenin results in loss of cell contacts at the rear of migrating
endothelial cells and that cell-cell contacts are necessary for Ang-1-induced association
of PKC{ with [-catenin (Figure 2). Interestingly, it has been previously shown that
following activation, Tie2 forms clusters at cell-cell contacts in confluent cells where it
regulates endothelial cell permeability and has also been shown to localize at the

trailing edge of migrating cellg223444

. We now show that during collective migration,
Tie2 clusters form at the leading edge of leader cells but do not colocalize with
adherens junction proteins or PKC(, similar to what has been observed at cell
junctions™®. This suggests that distinct signaling events must emerge from Tie2 to
promote the formation of [(3-catenin/PKC{ complexes at cell junctions and for the
localization of polarity and adherens junction proteins at the leading edge. Nonetheless,
our results reveal a central role for PKCC in the coordination of the molecular events

for directed cell migration and uncover it as a determinant for linking the polarity

complexes to adherens junctions.

Importantly, our results show that knockdown of PKC{ in developing zebrafish
embryos results in deficient sprouting of ISV and that PKC{ and [-catenin are
determinants of Ang-1-stimulated endothelial cell sprouting in vitro. Similarly to Ang-
I-stimulated endothelial cells at the migration front, tip cells emerging from the dorsal
aorta lose contact with the following stalk cells when PKC({ is downregulated. In
addition, in PKC{ morphants, tip cells from ISV displayed marks of aberrant polarity

cues such as increased filopodia, random extensions and tip cell enlargement,
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suggesting that PKCC is a regulator of planar polarity signaling in tip cells and
coordinates the remodeling of cell-cell contacts during vascular sprouting. Notably, the
previously reported ISV defects in VE-cadherin morphants are mostly associated with
defects in lumen formation and in vascular stability rather than severe sprouting defects

#3446 This suggests that

of tip cells as we observed following knockdown of PKC(
downregulation of PKC( results in tip cell defects that are not solely associated with
disruption of cell adhesions. However, it remains to be determined if endothelial tip
cells in PKC{ morphants have also lost certain cell fate determinants of the
Notch/Delta/VEGF signaling axis that could contribute to the generation of defective
ISV sprouts.**’**® Also, in zebrafish vascular development, Tie2 has been mostly
ascribed to the maintenance of vascular stability rather than to the induction of
vascularization.** Thus it is not clear if PKC( acts downstream of Tie2 or of specific
VEGEF receptor subtypes to coordinate sprouting of ISV. Nonetheless, our in vitro
angiogenic assays demonstrate that Ang-1 promotes endothelial sprouting and that this
process is coordinated by PKC({ and [3-catenin. Downregulation of PKC( not only
results in reduced sprout length but also in increased number of sprouts in response to

Ang-1 highlighting the importance of PKCC in the establishment of polarity cues

during endothelial sprouting downstream of Tie2 activation.

Overall, this study provides evidence that, through the association of activated PKCC
and [3-catenin, the Par polarity complex cooperates with proteins involved in adherens
junctions located at the leading edge to regulate endothelial cell migration. In epithelial

and endothelial cells, the Par/PKCC complex localizes at cell-cell junctions where it
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participates in the establishment of apical-basal polarity and epithelial integrity.***°

Our findings show that in endothelial cells, PKC{ can localize upon activation to
adherens junctions where it associates with [3-catenin. Interestingly, Ang-1 promotes
cellular polarization through the colocalization of the Par complex and adherens
junction proteins at the leading edge of cells that are situated at the migration front.
This suggests that VE-cadherins at the leading edge can function as a scaffold for the
polarity complex independently of homomeric engagement. The nature of the forces
that allow for maintained VE-cadherins at the leading edge in absence of homomeric
trans interactions remains to be defined but certainly involves signals emerging from
engaged adherens junctions at cell-cell contacts to promote their localization at the
leading edge. The formation of this complex at the front of migrating cells along with
maintained intercellular contacts is necessary for collective and directional migration
of endothelial cells. Our results provide evidence for a role of adherens junctions in the
establishment of endothelial cell polarity during angiogenic sprouting where guided,

directional and collective cell migration are essential for vascular development.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Ang-1 induces collective directional endothelial cell migration. (A) Fold
increase in migration of BAEC stimulated with Ang-1 (red) and VEGF (blue)
compared to non-stimulated cells (CT) (black). Wound closure was measured 6 h after
wounding. Results are from 5 independent experiments and data are represented as
mean = SEM. *P<0.05 compared to non-stimulated cells. (B) Percentage of cells single
cells after 6 h of migration. Cells were counted in 3 random fields in 3 different
experiments for all treatments and data are represented as mean + SEM. *P<(.05
compared to non-stimulated cells. (C) Representative images taken from the wound
edge at the initiation of imaging (0 h) and 6 h after wounding of BAEC monolayers.
The migration front was traced to delimit the displacement of cells and cells that
detached from the edge were outlined. Higher magnification view of the boxed region
is shown. Scale bar, 100 um. (D) Representative vector diagrams (250 pum) of cell
trajectories, each line represents the migration path of a single cell plotted from a
common origin. (E) Directionality of migration was determined for CT, Ang-1 or
VEGF stimulated BAEC and displayed in rose plot diagrams that represent the
frequency and directedness of cells. 0 indicates a migration perpendicular to orientation
of the wound. (F) Quantification of the total and net distance of migration. Data are
represented as mean + SEM. *P<0.05 compared to non-stimulated cells. TP<0.05
compared to Ang-1 stimulation. (G) Persistence of migration was determined from the
track of each cell recorded by time-lapse microscopy. For each condition, cells were

selected in 3 different fields and tracked for 6 h. Each column represents the average of
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at least 108 measurements from 3 independent experiments and data are represented as
mean + SEM. *P<0.05 compared to non-stimulated cells. ¥P<0.05 compared to Ang-1

stimulation.

Figure 2. Ang-1 induces, the association of PKC{ with B-catenin in endothelial
cells. (A) Immunoprecipitation (IP) of PKC( from BAEC lysates stimulated with Ang-
1 or VEGF and immunoblotted (IB) using anti 3-catenin and anti-PKC{ antibodies.
The precipitating antibodies were IgG and anti-PKCC. Whole cell lysates were probed
for phosphorylated (p-PKCC_and total PKCC. levels (bottom). (B) Representative
confocal micrographs of immunofluorescence staining of BAEC stimulated or not with
Ang-1 (30 min) using antibodies against endogenous PKC( (red), 3-catenin (blue) and
VE-cadherin (green). The overlap (merge) of the three fluorophores is shown as white.
White arrowheads point to staining at cell-cell junctions. Scale bar, 20 pum. (C)
Representative fluorescence intensity profiles of 3-catenin (blue), VE-cadherin (green)
and PKCC (red) measured along the white line in B drawn across the cell-cell contact in
control and Ang-1 stimulated conditions. Dashed lines delimit the [3-catenin staining
peak intensity. (D) Representative confocal micrographs of immunofluorescence
staining of phosphorylated PKC{ (p-PKC{ (green) and [-catenin (red) in confluent
BAEC stimulated with Ang-1 compared to control non-stimulated cells. White
arrowheads point to staining at cell-cell junctions. Scale bar, 20 um. (E) Representative
fluorescence intensity profiles of [3-catenin (red) and p-PKC( (green) measured along

the line in D drawn across the cell-cell contact in control and Ang-1 stimulated

158



conditions. Dashed lines delimit the [-catenin staining peak intensity. (F)
Immunoprecipitation of Flag-tagged wild-type (WT) or dominant-negative (DN) PKC{
from lysates of transfected BAEC stimulated or not with Ang-1. The co-
immunoprecipitated -catenin was detected by western blot analysis using anti-f3-
catenin antibody (top). P-PKC{ was detected in the anti-Flag immunoprecipitates from
WT-Flag-PKC{ but not in DN-Flag-PKCC transfected cells in Ang-1 stimulated cells
(middle). Anti-Flag and anti-B-catenin immunoblots showing equal expression and
immunoprecipitation levels are shown (bottom). BAEC lysates (10% input) were
immunoblotted with anti-f-catenin antibody. Representative immunoblots from 3
experiments. (G) Immunoprecipitation of Flag-tagged WT, DN or constitutively active
(CA) PKCC from transfected COS-7 cell lysates. Cells were co-transfected with Myc-
tagged [(3-catenin constructs in absence or in presence of the Tie2 expression vector.
Anti-Flag immunoprecipitates were immunoblotted with anti-Myc and anti-
Flagantibodies to detect [-catenin and PKC({ levels (top and bottom panels,
respectively). Whole-cell lysates were immunoblotted with anti-Myc and anti-Tie2
antibodies for input (10%). Representative immunoblots of 5 experiments. (H)
Immunoprecipitation of PKC{ from sparse or confluent BAEC stimulated with Ang-1
or VEGF (left) or after pre-treatment with EGTA (30 min) to disrupt adherent
junctions in confluent cells (right). PKC{ immunoprecipitates were probed for [3-
catenin and p-PKCC  Total PKC{ was immunoblotted to show equal
immunoprecipitation levels. Representative immunoblots from 3 independent

experiments.
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Figure 3. PKC(C and B-catenin are required for Ang-1 induced persistent cell
migration and for leading edge formation. (A) Quantification of the percentage of
single cells after 6 h of migration in PKC({ downregulated cells in response to Ang-1 or
VEGEF stimulation (6 h). Data are represented as mean = SEM. *P<0.05 compared to
non-stimulated cells. 1P<0.05 compared to CT-siRNA transfected cells. (B)
Quantification of the persistence of cell migration in PKC{ downregulated cells in
response to Ang-1 or VEGF stimulation (6 h). Data are represented as mean + SEM.
*P<0.05 compared to non-stimulated cells. 1P<0.05 compared to Ang-1-stimulated
CT-siRNA transfected cells. (C) Representative vector diagrams (250 pm) of cell
trajectories (top) and directionality of migration displayed in rose plot diagrams
(bottom) of CT-siRNA and PKCC-siRNA transfected cell in response to Ang-1 or
VEGF stimulation (6 h). (D) Representative images taken from the wound edge at the
initiation of imaging (0 h) and 6 h after wounding of BAEC monolayers. The migration
front was traced to delimit the displacement of cells and cells that detached from the
edge were outlined. (E) Quantification of the percentage of single cells after 6 h of
migration and (F) persistence of cell migration in -catenin downregulated cells in
response to Ang-1 stimulation. Data are represented as mean = SEM. *P<0.05
compared to non-stimulated cells. TP<0.05 compared to Ang-1-stimulated CT-siRNA
transfected cells. (G) Representative confocal micrographs of immunofluorescence
staining of PKC( (red) and [3-catenin (green) in BAEC located at the leading edge of a
wound during migration in presence of Ang-1 or VEGF (30 min). Note that in contrast
to control and VEGF stimulated cells, Ang-1 induces the colocalization of PKC{ and

[-catenin (merged in yellow) at the leading front of cells. Scale bar, 20 um. (H)
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Immunofluorescence staining showing that transfection of BAEC with PKCC-siRNA,
[-catenin-siRNA or treatment with the pseudosubstrate inhibitors (Myr-PS-PKC()
prevents the colocalization of PKC{ red) or B-catenin (green) at the leading edge of
migrating cells after Ang-1 stimulation (30 min). Arrowheads point to [(-catenin
staining at cell-cell junctions. The leading edge of cells transfected with PKC(-siRNA

or 3-catenin-siRNA is outlined to delimit the migration front. Scale bar, 20 um.

Figure 4. Ang-1 induces the colocalization of polarity and adherens junction
proteins at the leading edge of migrating endothelial cells. (A) Representative
immunofluorescence micrographs showing colocalization (merge; right panel) of -
catenin, VE-cadherin and PKC( at the leading edge of migrating BAEC subjected to
Ang-1 stimulation (30 min). Scale bar, 20 um. Higher magnification views of the
boxed region are shown. (B) Quantification of the overlap coefficient of colocalization
for PKC{/B-catenin, PKC{/VE-cadherin or B-catenin/VE-cadherin in control (white)
and Ang-1 stimulated cells (black) at the leading edge (LE) and at cell junctions (CJ).
(C) Representative immunofluorescence microscopy images of BAEC stained using
anti-PKCC showing increased colocalization for PKC{, Par3 and Par6 in Ang-1-
stimulated cells (30 min). Higher magnification view of the boxed region is shown.
Scale bar, 20 um. (D) Quantification of the overlap coefficient of colocalization for
PKCC Par6, PKC( and Par3 in control (white) and Ang-1 stimulated cells (black) at the
leading edge (LE) and at cell junctions (CJ). Each column represents the average of at

least 36 measurements and data are represented as mean = SEM. *P<0.05 compared to

non-stimulated cells. (E) Immunoprecipitation of endogenous PKC{ from BAEC
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stimulated or not with Ang-1. PKC{ immunoprecipitates and total cell lysates were
subjected to western blot analysis with anti-B-catenin, anti-VE-cadherin, anti-o-
catenin, anti-Par6, anti-Par3 and anti-PKC(_ antibodies. Ratios of the densitometric
analyses of immunoblots are presented. (F) Immunoprecipitation of PKCC from BAEC,

as in (E), transfected with CT or 3-catenin-siRNA.

Figure 5. PKC{ and, -catenin are required for polarized Racl activation at the
migrating front of endothelial cells. (A) Racl activity ratio monitored by FRET/CFP
time lapse imaging using Raichu-Rac (YFP-Rac-CFP) at the indicated time points after
Ang-1 stimulation of migrating BAEC transfected with CT-siRNA or PKC{-siRNA.
Corresponding YFP fluorescence images are shown in Supplemental Figure 4.
Neighboring cells are outlined to show the position of Raichu-Rac transfected cells at
the front of migration. Scale bar, 20 um. (B) Representative images of corrected FRET
after photobleaching for Racl activation of a wounded BAEC monolayer expressing
the Raichu-Rac probe and transfected with CT-siRNA or PKCC-siRNAand stimulated
or not with Ang-1 (30 min). The same cells are shown in fluorescent images of YFP as
control for total Rac localization. Neighboring cells are outlined to show the position of
Raichu-Rac transfected cells at the front of migration. Scale bar, 20 um. (C) Histogram
representing the quantification of Rac activity in fixed BAEC by mean FRET
efficiency of the region of interest (leading edge) from all acquisitions of fixed cells
from 5 experiments and data are represented as mean + SEM. *P<0.05 compared to
non-stimulated cells. (D) Active Rac-GEF assay showing active Tiaml in BAEC

lysates transfected with CT, PKCC or [(-catenin-siRNAs. Whole-cell lysates were
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immunoblotted with anti-PKCC and [3-catenin to confirm downregulation. Total levels

of Tiam1 were used as loading control.

Figure 6. PKC( is required for developmental angiogenesis in zebrafish and for
endothelial cell sprouting. (A) Images from whole mount Tg(flila:EGFP) fixed
embryos at 30 hpf. Uninjected embryo (CT; left panel) or injected with a morpholino
targeting prkcz (PKC(-MO1; right panel) are presented. (B) Confocal images of the
vasculature in the trunk of Tg(flila:EGFP) embryos. The uninjected control embryos
(CT) showed complete intersegmental vessels (ISV) sprouting from the dorsal aorta
(DA) to dorsal longitudinal anastomosing vessel (DLAV) at 30 hpf, whereas in PKCC-
MOI injected embryos, ISV sprouting were disturbed mostly at the horizontal
myoseptum with increased filopodia extensions from tip cells. (C) Percentage of
defective ISV in control and PKC{-MO1 or PKC{-MO?2 injected embryos. Data are
represented as mean = SEM. *P<0.05 compared to CT embryos. (D) Representative
images from time-lapse in vivo imaging of Tg(flila:EGFP) embryos showing ISV
sprouts from 18 to 28 hpf in CT (top) and PKC{-MO (bottom) injected embryos. The
arrow indicates, in the PKC(-MO injected embryo, the detachment of tip cells from the
DA. (E) Representative images from spheroid based angiogenesis assay generated
from CT-, PKC(- or [(-catenin-siRNA transfected cells and stimulated with Ang-1,
VEGEF or left untreated (CT). Pictures are taken 24 h after embedding in collagen gel.
Higher magnification views of the boxed region are shown. The arrow indicates, in the
PKC{ or [-catenin-siRNAs, the detachment of tip cells from the sprouts. The

arrowhead indicates bifurcation at end of the sprouts. One representative experiment of
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three performed is shown. (F) Quantification of capillary-like sprouting from spheroids
was measured in every condition as displayed. Data are shown as mean of sprout
length (*P<0.05 versus non stimulated control condition, FP<0.05 compared to
stimulated CT-siRNA. (G) Number of sprouts per spheroid. Results are displayed as
mean values £ SEM of sprout lengths observed in at least 10 spheroids per experiment

in three independent spheroid assays. Scale bar, 100 um.
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SUPPLEMENTAL INFORMATION

Supplementary Methods

DNA constructs and RNA interference

Flag-PKC{was generously provided by Dr. Michel Cayouette (Institut de recherches
cliniques de Montréal, Canada).””' Kinase-dead (Flag-DN-PKC({) (K281R),
constitutive active Flag-CA-PKC{ (A119E) (in pCMV5) were generated using
QuickChange site-directed mutagenesis (Stratagene) on Flag-WT-PKC{ plasmid. All
constructs were sequenced to confirm the presence of the mutations. Full-length human
[-catenin was purchased from Open Biosystems (Huntsville, AL) and subcloned in
pCMV3-Myc (Stratagene). -catenin N-terminally fused to glutathione S-transferase
(GST-PB-catenin) was obtained by inserting in frame human [(-catenin cDNA into
pGEX4T]1 plasmid. Plasmid coding for human Tie2 (in pcDNA3) used in this study
was described elsewhere.”” Small interfering RNA (siRNA) targeted against PKC(
(PKCC-siRNA) as well as a non-silencing control siRNA (CT-siRNA) were obtained
from Santa Cruz Biotechnology. siRNA against [3-catenin ([3-catenin-siRNA) was
designed and purchased from Dharmacon. The siRNA duplexes were as follows: 3-
catenin sense strand, 5'-AAGUAGCUGAUAUUGAUGGACUU-3' as well as a non-
silencing control sense strand, 5'-AUGAACGUGAAUUGCUCAAUU-3'". The working
concentration of siRNA duplexes applied was 35 nM for si-RNA-PKC{ andi nM for
siRNA-f-catenin. YFP-Rac-CFP (Raichu-Rac) was a generous gift from Dr. Michiyuki

Matsuda (Kyoto University, Japan).**
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Reagents and Antibodies

Recombinant human Ang-1 obtained from R&D Systems and recombinant human
VEGF-A (VEGF in this study) obtained from the Biological Resources Branch
Preclinical Repository of the National Cancer Institute Cancer Research and
Development Center were used at the concentration of 100 ng/ml and 40 ng/ml,
respectively, for cell stimulation throughout this study. PKC( inhibitor, myristoylated
PKCC-pseudosubstrate inhibitor was from Calbiochem and was used at 10 mM. EGTA
was from American bioanalytical and was used at final concentration of 5 mM.
Glutathione-Sepharose beads, Protein A-Sepharose and carboxymethylcellulose were
from Sigma. Hoechst blue dye (333342) was from Invitrogen. Rat-tail type I collagen
(3.3 mg/ml) was from BD Biosciences. The primary antibodies used were: mouse anti-
[-catenin purchased from BD Transduction Laboratories, goat anti-f3-catenin (C-18),
rabbit anti-3-catenin (H-102), goat anti-VE-cadherin (C19), goat anti-PARDG6A (T-20),
rabbit anti-Par3, rabbit anti-Tie2, rabbit anti-Caveolin-1 and mouse anti-PKC{ (H-1)
antibodies were from Santa Cruz Biotechnology, mouse anti-Myc-Tag (9B11), rabbit

410

anti-p-Thr "-PKC({ and mouse anti-a-catenin antibodies were from Cell Signaling

Technology, mouse anti-FLAG (M2) antibody was from Sigma.

Immunoprecipitation and immunoblotting
For immunoprecipitations, cells were solubilized in lysis buffer containing 1% NP40,

50 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM EGTA, 20 mM sodium
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fluoride, 1 mM sodium pyrophosphate, 1 mM orthovanadate and protease inhibitor
cocktail (Roche Diagnostics). Soluble proteins were incubated with primary antibodies
(2 pg) at 4°C overnight. Protein A-Sepharose (Sigma; 50 pl of a 50 % slurry) was
added and incubated for an additional hour. The immune complexes were precipitated
by centrifugation, washed 3 times with lysis buffer, boiled in SDS sample buffer,
resolved by SDS-PAGE, transferred onto a nitrocellulose membrane (Hybond-ECL,
GE Healthcare) and visualized by immunoblot. Detection and quantification were
performed with a LI-COR Odyssey near-infrared imaging system (LI-COR
Biosciences) using the appropriate Alexa 680 or Alexa 800 labeled secondary

antibodies (Invitrogen).

In vitro binding assay

Equal amounts of recombinant GST-[3-catenin fusion protein or GST proteins bound to
glutathione Sepharose 4B beads were incubated at 4°C for 2 hours with BAEC lysates
(750 pg) from cells previously transfected with Flag-PKCC. Following incubation,
beads were washed extensively with lysis buffer and associated proteins were revealed

by SDS-PAGE followed by western blot analysis.

Protein identification by LC-MS/MS

Immunoprecipitated proteins were separated by SDS-PAGE and revealed by silver
staining. Bands of interest were cut out from the gel and digested with trypsin (0.1 pg)
for 1h at 58°C. Peptides were extracted from the gel at room temperature, and the

supernatants were transferred into a 96-well plate and then completely dried in a
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vacuum centrifuge. Before the analysis, peptides were dissolved under agitation for 15
min in 13 pl of trifluoroacetic acid 0.1%, then sonicated for 5 min, and centrifuged at
2000 rpm for 1 min. Analysis of the peptide mixture was done by liquid
chromatography—mass spectrometry (LC-MS/MS) wusing an Orbitrap Mass
Spectrometer configured with an on-line CapLC system (Waters, Millipore, Milford,
MA). Protein identification was obtained from the MS/MS spectra using Mascot

analysis software (Matrix Science, Boston, MA).

Cell tracking and quantifications

Cell movements recorded by time-lapse video microscopy were quantified using the
Matlab software (The Math Works, Inc.) as previously.**** Matlab acquires the
position of selected cells once every 10 min for 6 h of cell migration. A threshold-
based method is used to obtain binary images representing cells as objects and tracks
are acquired as x and y coordinates of each image caption. Total path length was
determined by summing migration step distances every frame throughout the video
sequence. The net distance was quantitated as the direct distance between the last
position and the initial position of a migrating cell. Distance was calculated in pixels
and converted to pum. Persistence represents the ratio between the net distance and the

total distance.*'®

36 cells were selected in each experiment from each side of the
scratch, along the leading edge (leader cells) and also 2 to 3 rows of cells behind the
leading edge (Follower cells) about 30 to 40 um from the scratch. Data were pooled

from three independent experiments; error bars indicate SEM based on 108 cells.

Directionality of cell migration was analyzed by plotting the angle, with respect to the
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initial position of the cell, in a rose plot diagram using Matlab, the area of each bin
represents the number of cells moving in the same direction of migration. The rate of
wound closure was calculated using the following formula: Wound closure rate (%) =
[(Original wound area-Open area at 6 h)/Original wound area] x100. The proportion of
single cells in the wound was assessed after 6 h of migration. A cell was considered as
single if it was completely detached from the rest of the cell monolayer during

migration.

Immunofluorescence image analysis

For quantification of colocalization experiments, specific regions of dual or triple
labeled cells were selected first to set the thresholds. Then selected regions (6 regions
at the leading front and 6 at the back in each experiment) of interest, either of the
leading edge, or membrane at cell-cell contact were used for pixel quantification.
Colocalization of proteins was quantified using Zeiss Zen 2010 software which
calculates overlap coefficient as derived from Mander's article. The values for the
overlap coefficient range from 0 to 1. An Overlap Coefficient with a value of 1
represents perfectly colocalized pixels while a value of 0 means that there are no

overlapping pixels.

FRET analysis
Cells were transfected with the Raichu-Rac biosensor.**® To visualize Rac activation,
FRET imaging was performed using a Zeiss LSM710 confocal microscope equipped

with a temperature and CO,-controlled chamber (Zeiss). For each condition, at least 50
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cells were recorded in five independent experiments. Donor (CFP), acceptor (YFP),
and FRET pictures were taken using identical settings, with lasers power was adjusted
to the lowest possible (4%) setting to avoid bleaching and phototoxicity. CFP, PMT
and FRET channels were acquired simultaneously and YFP images were acquired
separately at the same plane of view. For CFP, excitation source was at 405-nm,
emission Bandpass filter (BP) 470-500 nm; for YFP, excitation source at 514-nm,
emission BP 530-600 nm.** Only cells expressing moderate levels of CFP and YFP
were studied; high and low expressing cells were avoided. The FRET image contains
the FRET signal and also the bleed-through of donor and acceptor into the FRET
channel. A FRET efficiency image is generated using the “FRET and Colocalization
Analyser” plugin of Image-J software (NIH), which uses the following equation :
FRET efficiency = (FRET channel intensity) — a x (Donor intensity) — b x (Acceptor
intensity), where a and b are the mean of bleed-through coefficients, determined in
each run, for both donor and acceptor, respectively.*>* The ratio fluorescence intensity
range of FRET efficiency was displayed using a color spectrum. Positive FRET in
images typically appears in green/yellow to red range.

FRET after Acceptor photobleaching was used to quantify Rac activation. Cells,
transfected with Raichu-Rac biosensor and CT-siRNA or siRNA-PKC{ were wounded
and stimulated with Ang-1 for 30 min prior to fixation with 4% paraformaldehyde.
Within a field, a region of interest, corresponding to leading edges of extruding cells in
wounds, the acceptor (YFP) was photobleached (100% 514 nm laser power, 250
iterations). The increase of donor (CFP) fluorescence intensity after acceptor

photobleaching was measured as FRET. FRET efficiency was calculated using the
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“FRET calc” plugin of Image-J software (NIH) as the change in background subtracted
fluorescence intensity, as 100 x (((Donor post-bleach intensity)-(Donor pre-bleach
intensity))/(Donor post-bleach intensity)). Error bars represent SEM for five

independent experiments (n=40).

Live imaging of zebrafish embryos

In vivo time-lapse confocal images were collected with 488 solid-state laser
illumination and Yokogawa CSU-X1 spinning disk confocal (Andor Technology,
South Windsor, CT) in the Confocal and Light Microscopy Core Facility at the Dana
Farber Cancer Institute. Z-stack images of sprouting intersegmental vessels were
captured every 3 minutes using an Andor iXon 897 EMCCD camera. Movies were
rendered from Z-stack time-lapse series where each frame is a maximum projection of
the optical slices. All experiments were carried out at 28°C in the temperature
controlled enclosed microscope stage. Acquisition parameters, shutters, filter positions
and focus were controlled by Andor 1Q software (Andor Technology, South Windsor,

CT).

Supplementary Figure Legends

Supplemental Figure 1: PKC{ associates with B-catenin. (A) GST--catenin pull-
down assays were performed with BAEC lysates transfected with WT-Flag-PKCC. The
presence of Flag-PKC( in GST-3-catenin precipitates was revealed by immunoblot
using anti-Flag antibody. GST alone was used as negative control. GST immunoblots

confirm equal input of GST-B-catenin and GST. (B, C) Immunoprecipitation of Myc-
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tagged [(-catenin from transfected COS-7 cell lysates. Cells were co-transfected with
WT; Dominant negative (DN) or constitutively active (CA) PKC( constructs in
absence or in presence of the Tie2 expression vector. Anti-Myc immunoprecipitates
were immunoblotted with anti-Flag and anti-Myc antibodies to detect PKC{ and [3-
catenin levels (top and bottom panels, respectively). Whole-cell lysates were

immunoblotted with anti-Flag and anti-Tie2 antibodies for input (10%).

Supplemental Figure 2: Depletion of PKCC or, 3-catenin disrupts in endothelial
cells directional and collective cell migration. BAEC were transfected with control
siRNA (CT-siRNA, blue) or siRNA targeting PKC{or 3-catenin (PKC{-siRNA, red 3-
catenin-siRNA; yellow) and were subjected to wound closure assays in presence of
Ang-1 or VEGF. Cell movements within the wounded areas were monitored by time-
lapse video microscopy. The quantifications presented are: Total distance of migration
(A, C); Net distance migrated (B, D). (E) Top, representative vector diagrams of cell
trajectories, each line represents the migration path of a single cell plotted from a
common origin. Bottom, directionality of migration was determined for CT and Ang-1
stimulated BAEC and displayed in rose plot diagrams that represent the frequency and
directedness of cells in (CT-siRNA, blue) or siRNA targeting [3-catenin ([3-catenin-
siRNA, yellow). 0 indicates a migration perpendicular to the wound. *P<0.05
compared to non-stimulated cells. TP<0.05 compared to Ang-1-stimulated CT-siRNA
transfected cells. (F) Representative images taken from the wound edge at the initiation
of imaging (0 h) and 6 h after wounding of BAEC monolayers. The migration front
was traced to delimit the displacement of cells and cells that detached from the edge

178



were outlined. (G) Activated PKCC localizes with [3-catenin at the front of migrating
BAEC. Representative confocal micrographs of immunofluorescence staining of (left
panels) [(-catenin (green) and PKC(_red) and (right panels) phospho-PKC( (p-
PKC(green) and PKC(red) in BAEC located at the leading edge of a wound closure
migration in absence (Top) or in presence (bottom) of Ang-1. Higher magnification

views of the boxed regions in Ang-1 stimulated cells are shown. Scale bar, 20 um.

Supplemental Figure 3: Cell-cell junctions are required for PKC{/B-catenin
complex formation. Representative immunofluorescence micrographs from sparse or
confluent BAEC stimulated with Ang-1, VEGF, or left untreated (CT) showing
colocalization of (-catenin (green) and PKC( (red). Caveolin-1 immunostaining was
used to label and differentiate the rear (full arrows) from the front of migrating cells

(empty arrows).

Supplemental Figure 4: Polarity and adherens junction protein complexes are
localized at the leading edge of migrating endothelial cells. Reciprocal
immunoprecipitations of endogenous [3-catenin (A) VE-cadherin (B) and Par6 (C) from
BAEC lysates stimulated or not with Ang-1. Immunoprecipitates were subjected to
western blot analysis with anti-PKCC anti-$-catenin, anti-VE-cadherin, and anti-Par6
antibodies. Immunoprecipitation with the control antibody (IgG) was used to confirm
the specificity of these proteins interactions. (D) Representative immunofluorescence

micrographs showing colocalization of [-catenin, a-catenin and Par6 at the leading
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edge of migrating BAEC subjected to Ang-1 stimulation (bottom panel) compared to

control (Top panel). Scale bar, 20 pm.

Supplemental Figure S: Tie2 does not associate with the PKC{/B-catenin complex.
(A) Immunoprecipitation of endogenous PKC({ and reciprocally Tie2 from BAEC
lysates stimulated or not with Ang-1. Immunoprecipitates were subjected to
immunoblot analysis with anti-PKC{ anti-B-catenin, anti-Tie2 antibodies.
Immunoprecipitation with control antibody (IgG) was performed as a control. (B)
Representative immunofluorescence micrographs showing the cellular localization of
[-catenin and Tie2 in confluent BAEC and (C) of PKC{ and Tie2 in migrating BAEC
subjected to Ang-1 stimulation (bottom panel) or left untreated (Top panel). Higher

magnification views of the boxed regions are shown. Scale bar, 20 um.

Supplemental Figure 6: Fluorescent images of YFP corresponding to FRET time-
lapse imaging series presented in Figure SA. BAEC expressing CFP-Rac-YFP
construct and transfected with CT-siRNA or PKC(-siRNA were subjected to Ang-1
stimulation for the indicated time (in min) following wounding. The YFP fluorescence
images show cell transfection efficacy of the Rac biosensor (yellow from YFP
fluorescence). Non-transfected neighboring cells were outlined in white to show the

position of YFP-Rac-CFP transfected cells at the front of migration. Scale bar, 20 pm.
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Supplemental Table I: 3-catenin peptides identified by LC-MS/MS.

. Protein | Observed Masse Pepti .

Protein Score (M/Z) accuracy | de Peptides
(Da) Score

Catenin
(Cadherin- 626.3506 | 0.0003 49 RLSVELTSSLFR
associated 190 741.3912 | 0.0005 84 RNEGVATYAAAVLFR
protein)beta;
CTNNBI
35222 1214678 | 00107 59 R.GLNTIPLFVQLLYSPIENIQR
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Il est bien établi que le VEGF et I’Ang-1 partagent de nombreuses propriétés fonctionnelles qui

. N . . . s 89,200,240
contribuent a l'induction de l'angiogenese et de la wvasculogenése.”

Cependant,
contrairement au VEGF, 1’Ang-1 promeut la maturation, la stabilisation vasculaire et modifie les
molécules d'adhésion et les jonctions intercellulaires endothéliales.'**** Tout comme le VEGF,
I’Ang-1 induit la prolifération, la migration et la survie des CE mais contrecarre les effets de

perméabilité induits par le VEGF. 2%

I est bien établi que le NO libéré par les CE aprés
l'activation d’eNOS, contribue aux effets proangiogéniques et a la perméabilité induite par le
VEGF. Les effets de ’Ang-1 sur l'activit¢ d’eNOS restent controversés. Quelques études ont
montré auparavant qu’eNOS est phosphorylé sur le site activateur, la Serl179, suite a une
stimulation a I’Ang-1. Nous avons indubitablement montré que la stimulation des CE par I’Ang-
1 est incapable d’induire la production de NO confirmant ainsi ce qui a été déja rapporté par

403
d’autres groupes.

Il est important de noter que les résultats qui attribuent les effets
proangiogéniques de 1’Ang-1 a la production de NO pourraient étre expliqués par le fait que dans
ces ¢études, les Angiopoiéines recombinantes utilisées sont des chiméres composées de la

. s . 404,405
séquence de I’Ang-1 combinée a une séquence de I’Ang-2.""

L’effet antagoniste de 1’Ang-2
sur I’Ang-1 pourrait expliquer certaines des divergences observées. Il serait aussi plausible que
les effets proangiogéniques attribués a la production de NO en réponse a I’Ang-1 seraient le
résultat d'une action directe sur I’expression du géne, eNOS, plutdt que d'une activation aigué
des voies de signalisation conduisant a I'activation d’eNOS et a la production de NO.

Nous avons montré que 1’Ang-1 n’induit pas la production de NO dans les CE a cause d’une
phosphorylation inhibitrice d’eNOS sur la Thr497 suite a la phosphorylation et a I’activation de

la PKCC. Contrairement au VEGF, 1’Ang-1 induit la phosphorylation de la Thr497,

indépendamment du fait que 1'Ang-1 induit également la phosphorylation d’eNOS sur la
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Ser1179. Cela souligne Il'importance de la  régulation coordonnée de la
phosphorylation/déphosphorylation sur ces deux résidus (Thr497 et Ser1179) pour une activation
enzymatique optimale d’eNOS.*”® On assiste peut-étre avec I’Ang-1 4 une dérégulation du flux
d’¢lectrons entre les différents domaines et les cofacteurs nécessaires pour catalyser la réaction
enzymatique d’eNOS. Nous avons également fourni le mécanisme moléculaire avec lequel
I’Ang-1 inhibe une des voies les plus importantes de 1’activation d’eNOS et de la production de
NO par le VEGF. Nos résultats ajoutent ainsi un nouveau mécanisme moléculaire a la régulation
du processus d’inhibition de la perméabilité cellulaire par I'Ang-1 qui empéche la libération d'un
modulateur essentiel de la perméabilité¢ vasculaire in vitro et in vivo, le NO. Dans 1'ensemble,
cela démontre que plusieurs voies de signalisation en aval de 1’Ang-1/Tie2 convergent pour

192,202,246,399 . ) )
SEeS277 ] reste 4 voir si certaines de ces voies de

induire la stabilisation de 1'endothélium.
signalisation sont spécifiquement sollicitées in vivo dans certaines conditions physiologiques ou
pathologiques.

L’Ang-1 et le VEGF déclenchent des cascades de signalisation qui différent selon la localisation
cellulaire de leur RTK réspectifs. Ainsi la signalisation cellulaire en aval de 1’Ang-1/Tie2 au
niveau des contacts cellule-cellule différent de celle qui émane des contacts cellule-matrice
permettant deux types de fonctions cellulaires. Deux publications ont montré que dans les CE

224,225

confluentes, des ponts d’Ang-1/Tie2 se forment aux contacts cellule-cellule. I1 en résulte

des interactions de Tie2 en trans et la phosphorylation d’eNOS et l'activation FOXO1 en

aval. 2% Les agrégats formés par Tie2 a l'interface cellule-cellule permettent une stabilisation

200,204,454
% En 'absence des

endothéliale et une diminution marquée de la perméabilité endothéliale.
contacts entre les cellules, I’Ang-1 induit la translocation de Tie2 en grappes a l'arricre de la

cellule formant des structures similaires mais distinctes des contacts focaux. Méme si le role de
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ces agrégats de Tie2 n’a pas été étudi¢ encore, leur localisation suggere leur participation a la
migration cellulaire endothéliale.

Parallélement, une série d'expériences récentes a montré que l'activation du VEGFR-2 par le
VEGF 1li¢ a la matrice cause la phosphorylation prolongée de ce récepteur et favorise

6 ..
435456 1 »association du

préférentiellement I’activation de p38, plutdt que D’activation d’AKT.
VEGF avec la MEC induit la liaison du VEGFR-2 a ’intégrine B;.*® Par contre, I'activation du
VEGFR-2 par le VEGF, sous sa forme soluble, ne s’associe pas aux protéines de la MEC et
déclenche la formation d'un complexe qui comprend la NRP1 et I'intégrine B3.*>*’ Ce dernier
complexe est fonctionnellement et moléculairement distinct de celui qui est activé par le VEGF
li¢ a la matrice et il en résulte deux formes distinctes d'expansion vasculaire: la croissance par
germination (VEGF lié a la matrice) ou I’hyperplasie vasculaire (VEGF soluble).*®*®

L’Ang-1 est I'un des facteurs qui peut coordonner avec la signalisation déclenchée par le VEGF
en favorisant ou en inhibant les réponses biologiques de celui-ci afin d’induire des vaisseaux
fonctionnels. L'utilisation d'un modéle d’infarctus du myocarde chez la souris a permis de
démontrer que la surexpression de 1’Ang-1 et du VEGF attenue les effets de I’hyperméabilité
induite par le VEGF.* La surexpression de 1’Ang-1 induit a elle seule une angiogenése
importante lors de 1’occlusion de l'artére cérébrale chez la souris.*®® Cependant, la coexpression

de ’Ang-1 avec le VEGF n’induit pas plus d’angiogenése comparativement a I'expression du

VEGF seul ou de I’Ang-1 seule; cependant elle améliore 1'intégrité vasculaire.

Les protéines de jonctions sont des molécules de signalisation importantes dans la physiologie et

la pathologie vasculaire. En outre, la progression du cancer est souvent caractérisée par des

30,31

vaisseaux sanguins désorganisés et perméables. Fait a noter, de nombreux médiateurs
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angiogéniques et inflammatoires libérés dans le microenvironnement tumoral influencent le
comportement des protéines de jonctions. Bien que différentes molécules aient été impliquées,
les molécules composant la jonction d’adhérence cellulaire ont émergé comme des acteurs
essentiels dans le maintien de 1'intégrité de la barriére endothéliale et de 'homéostasie vasculaire,
grace a leurs propriétés d’adhésion et de signalisation cellulaire.

Nous avons montré que la PKC atypique est acti¢ e en aval de 1’Ang-1/Tie2, et non pas du
VEGF/VEGFR-2, afin d’assurer la stabilisation des jonctions cellulaires endothéliales. En
revanche, en plus de I’inhibition de la production de NO, cet effet stabilisateur des jonctions par
I’Ang-1 peut se faire indépendamment de 1’inhibition de la production de NO.

Nous avons découvert que la B-caténine est un partenaire moléculaire de la PKC dans les CE
stimulées a I’Ang-1 ce qui nous a permis d’investiguer le role de cette association dans la
polarité et la migration endothéliale. 11 est établi depuis quelques années que les PKCs atypiques
sont associées a la formation des jonctions serrées dans les cellules épithéliales polarisées et
jouent un rdéle important dans la migration polarisée des cellules épithéliales et les
astrocytes.**”*** Au niveau de la cellule endothéliale, le sujet de la polarité cellulaire est trés peu
¢tudié et en est encore a ses débuts. Dans les CE activées, par un mécanisme paracrine, 1’Ang-1
permet 1’établissement d’une distribution moléculaire polarisée, spécifique et hautement régulée
des complexes de Tie2.*" La localisation de Tie2 dans les cellules isolées induit le blocage de la
voie AKT alors que Dok-R sera phosphorylé. Dok-R activé interagit avec ras-GAP, Nck et Crk
qui sont des molécules impliquées dans la migration cellulaire et la réorganisation du

227,462 N . ,
7462 Nous montrons, pour la premiére fois, que des structures en grappes de Tie2

cytosquelette.
se trouvent au niveau du front de la migration collective des cellules locomotives ainsi qu’au

niveaux des contacts intercellulaires mais sans aucune colocalisation avec les protéines de
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jonctions adhérentes® Ceci suggére que différents événements de signalisation doivent émerger
de ces structures de Tie2 afin de promouvoir la migration cellulaire.
Plusieurs études auparavant ont rapporté les roles du VEGF et de I’Ang-1 dans la migration

393462 Néanmoins nous avons démontré la différence entre deux modes de migration

cellulaire.
induits par deux facteurs proangiogéniques puissants, I'Ang-1 et le VEGF. Contrairement au
VEGF, I’Ang-1 induit la migration collective et persistante des CE. Nous avons découvert que
I'"Ang-1 induit 'association et la colocalisation de la PKCC atypique et de la -caténine au niveau
des jonctions d’adhérence et au front de migration des CE avec les protéines de polarité¢ Par.
D’une manicre interessante, en aval de 1’Ang-1/Tie2, l'inhibition de l'activité de la PKCC ou la
suppression de I’expression de la B-caténine entrainent une perte des contacts cellule-cellule et
provoque un changement du mode de migration cellulaire de collectif et directionnel a un mode
de migration individuel et aléatoire. Nous révélons aussi une localisation inhabituelle des
protéines des jonctions d’adhérence, spécialement la VE-cadhérine nécessitant des interactions
en trans d’homodimeéres, au front libre de la migration. Ceci suggere que les VE-cadhérines
peuvent fonctionner comme un échafaudage pour le complexe de polarité indépendamment de
leur engagement en homodimeres. Cette forme précédemment inconnue de la VE-cadhérine
aurait sans doute un role a jouer dans la polarité planaire et la migration directionnelle des CE.
Nos données appuient le paradigme selon lequel la migration cellulaire directionnelle et
persistante implique les déterminants de la polarité latérale situés au niveau des jonctions cellule-
cellule et qui influencent le processus migratoire. ****’

Au cours de la morphogenese vasculaire, les GTPases Rho régulent diverses fonctions cellulaires

telles que l'invasion des CE et la formation de la lumiére vasculaire.**’

Nos résultats suggerent
que Racl est un effecteur de la signalisation de la PKCC en aval de 1’Ang-1/Tie2. Nous avons
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montré aussi que Tiaml est activé par ’Ang-1 et peut également étre recruté au front de
migration afin d’activer Racl et promouvoir ainsi la migration directionnelle des CE.**° Un tel
mécanisme peut étre déclenché suite a ’activation de PDK1 en amont de la PKCC qui avec Rac
actif pourrait favoriser la fonction d’Arp2/3 en plus de Tiam1 au front de la migration collective
par Dactivation des complexes WAVE.**% Cependant, nos résultats indiquent aussi que cette
activité¢ de Racl polarisée en réponse a I’Ang-1 n’est pas nécessaire dans le cas d’une migration
individuelle des CE ou la PKCC (ou la B-caténine) a été supprimée. Ceci suggere qu’il existe une

GTPases Rho autre que Racl impliquée dans la migration individuelle des CE.

Nos résultats montrent des défauts de croissance vasculaires tres différents, chez les embryons du
poisson zebre déficients en PK(L, présentant de graves anomalies de germination des vaisseaux
intersegmentaires (ISV). Récemment, d’autres groupes ont rapporté I’importance des molécules
d’adhésion et de polarité cellulaire dans la croissance vasculaire. En effet, Dejana et Lampugnani
ont montré que les souris déficientes en VE-cadhérine présentent aussi une polarité endothéliale
aberrante et des défauts dans la formation de la lumiére vasculaire.*”” Un autre groupe™’ a
montré que ’intégrinef | se trouve en aval de la protéine de polarité Par3 dans une cascade de
signalisation moléculaire nécessaire pour la polarité endothéliale et la formation de lumen. Lors
du bourgeonnement angiogénique, les bourgeons en germination se convertissent en tubules
endothéliaux et forment des connexions avec d'autres vaisseaux, ce qui nécessite la suppression
locale de la motilité et la formation de nouvelles jonctions cellule-cellule.

Nos résultats de la migration en 2D in vitro des cellules n'exprimant pas PKC{ montrent une
perte de polarité et de persistance. Pareillement, lors de la germination vasculaire chez les

embryons du poisson zebre déficient en PKCC, les cellules de la pointe de 1'aorte dorsale perdent
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aussi bien le contact avec les cellules suivantes de la tige que la directionnalité et la persistance
de la migration. Clairement, ces défauts de polarité suggerent que la PKCC est un régulateur de la
signalisation de polarité planaire dans les cellules de la pointe et coordonne le remodelage des
contacts cellulaires au cours de la germination vasculaire. Ce phénotype observé chez les
embryons déficients en PKCC est essentiellement caractéristique d’une perturbation de la polarité
et de la spécification cellulaire. Cependant, il reste a déterminer si les CE au niveau de la pointe
du bourgeon chez les embryons déficients en PKC{ on€galement perdu certains des
déterminants du destin cellulaire de 1'axe de signalisation Notch/Delta/VEGF qui pourraient
contribuer a la génération d'un défaut au niveau des ISV.****° 11 reste aussi a démontrer si la
PKCC agit en aval de Tie2 ou d’autres sous-types spécifiques des récepteurs au VEGF pour
coordonner la germination des ISV. Néanmoins, dans nos essais d’angiogenése in vitro, on
montre que 1'Ang-1 favorise la germination endothéliale et que ce processus est coordonné par la
PKCC et la B-caténine. Le résultat de la suppression de la PKCC est non seulement la réduction
de la longueur des bourgeons, mais aussi une augmentation du nombre de ces bourgeons en
réponse a la stimulation par I’Ang-1. Ces résultats soulignent I'importance de la PKCC et la 3-
caténine comme des facteurs détérminants dans I'établissement de la polarité au cours de la
germination endothéliale en aval de I’activation de Tie2.

Au contact des cellules de la pointe, les CE de la tige proliferent et se différencient; elles sont, a
ce stade, peu associées aux péricytes ou aux CML. A I’inverse, les CE de type «Phalanx» qui
sont en étroite interaction avec les péricytes et les CML et restent ainsi dans un état quiescent.
Fait intéressant, les CE de la tige et celles de type «Phalanx» expriment les récepteurs Tie-2 et
pourraient également stocker I’Ang-2 dans les corps de Weibel-Palade. Il serait intéressant de
voir I’expression et la distribution spatiotemporelle de notre complexe de jonctions d’adhérence
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et des protéines et de polarité¢ Par, essentiellement PKCC/B-caténine lors du bourgeonnement
angiogénique.

Le maintien de la polarit¢ ou de I’asymétrie avant-arriere est a la base de la persistance
directionnelle. Une cellule en migration aléatoire se déplace le long de trajets avec plusieurs
changements dans l'orientation.’”® Il s'ensuit que la régulation de ce changement dans la
directionalité de la cellule détermine la fidélité de la migration cellulaire dirigée par des gradients
chimiotactiques et d'autres indices spatiaux dynamiques et potentiellement concurrents. Nous
avons démontré qu'en réponse a I'Ang-1, les CE continuent a migrer en absence de PKC sans
aucun défaut dans la vitesse de migration de la cellule semblable aux cellules ou Rac a été
supprimé.*®® En outre, dans les CE transfectées par des siRNA dirigées contre la PKC ou la B -
caténine on assiste a une perte de la persistance et la directionalité de la migration. Ces résultats
suggerent que la formation du complexe PK(E/B -caténine n'est pas nécessaire pour la migration
des CE en soi, mais plutot, pour une maintenance et pour une orientation du front de migration
de la cellule endothéliale.*®’

En résumé, notre travail a permis de mettre en évidence la fagon dont une unité de signalisation,
contenant les protéines des jonctions d’adhérence et des protéines de polarité, favorise la

migration collective et directionnelle des CE a la fois dans un contexte cellulaire, en réponse a

I’Ang-1, et au cours de la germination vasculaire in vivo.

La caractérisation de I’association PKC{/B-caténine pourrait étre d’intérét afin de comprendre
I’effet de cette interaction sur d’autres voies de signalisation telle que Wnt/B-caténine. La
présence de la B-caténine aux jonctions d’adhérence par le biais de son association avec la VE-

cadhérine peut avoir des conséquences sur sa disponibilité pour les interactions avec d'autres
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protéines cytoplasmiques ou nucléaires, qui pourraient affecter les activités transcriptionnelles de
la B-caténine. Les voie de signalisation canonique et non canonique de Wnt/B-caténine ont aussi
ét¢ impliquées dans le développement vasculaire, l'angiogenése et la régulation de la

différenciation endothéliale.**34¢

La voie Wnt active aussi la PKC{ en induisant la
phosphorylation soit de la B-caténine ou d'une autre protéine qui contrdle sa localisation
nucléaire et facilite son interaction avec les facteurs nucléaires comme le TCF afin d’activer la
transcription. On pourrait imaginer un modele dans lequel la PKCC serait a I’intersection entre la
voie Wnt/B-caténine et la voie Ang-1/Tie2. Dans ce modele, on peut supposer que 1’association
de la B-caténine avec la PKC( constitue une étape cruciale dans la régulation de la signalisation
de la B-caténine. Bien qu'il soit bien connu que Wnt et les voies de signalisation de la PKCC sont
tous les deux impliquées dans le processus de la cancérogenese et la progression tumorale, la
contribution synergique de ces processus ou le «cross-talk» entre eux ont récemment été
étudié.*’**"! La PKCC est l'une des principales cibles de la voie de signalisation de Wnt. A cet
¢gard, alors que l'interaction de la PKCC{ avec deséléments de signalisation canonique de Wnt
comme GSK3f avaitté décrite précédemment, I’interaction entre la PKCC et la B-caténine

n'avait pas été signalée auparavant.*’?

Notre étude fournit la preuve qu’en aval de I’Ang-1/Tie2,
la PKCC interagit €lectivement avec la B-caténine. Cette interaction pourrait moduler la voie
canonique de Wnt. Il serait intéressant de savoir par quel mécanisme la PKCC assure la stabilité
et/ou la localisation nucléaire, cytoplasmique ou membranaire de la B-caténine. Conformément a
cela, nous avons obtenu des résultats qui indiquent que le traitement par des siRNA dirigées
contre PKC{ n’a aucun effet sur la stabili€ ou I’expression de laf -caténine. Ceci suggere que la

PKCC controle la localisation de laf -caténine plutot que sa stabilité. La B-caténine associée a la

PKCC pourrait fonctionner en parall¢le a la déphosphorylation de la tyrosine au niveau de la B-
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caténine et agir comme un catalyseur pour promouvoir la stabilisation des jonctions d’adhérence
par ’Ang-1. La régulation de la phosphorylation de la B-caténine suite a son association a la
PKCC et inversement pourrait donner une indication sur la fagon dont cette association controle
ou non l'activité et la disponibilité cytoplasmique ou membranairg3 de la -caténine. Une
meilleure compréhension du mécanisme moléculaire en amont et en aval de [’association
PKC{/B-caténine dans différents contextes et types cellulaires permettrait de mieux cibler les
interventions pharmacologiques contre le cancer et autres maladies associées a une altération de
la signalisation de la B-caténine.*’* "

Etant donné le double role du complexe PKC(/B-caténine, dans la migration directionnelle
collective des cellules endothéliales dépendant étroitemment de la localisation celllulaire, il serait
pertinent de savoir si la formation de ce méga complexe se fait en aval de la phosphorylation
d’eNOS ou bien si ce sont deux voies paralleles ou la PKC( serait le point focal entre ces deux
voies de signalisation. Une démonstration de la colocalisation d’eNOS avec le complexe
PKCC/B-caténine, au niveau de la cellule endothéliale, permet de faire le lien mécanistique entre
I’inhibition de la production de NO et de la perméabilité ainsi que la promotion de la migration
directionnelle endothéliale collective. Néanmoins, dans la Figure 3D du premier manuscrit nous
avons montré qu’eNOS phosphorylé au niveau de la Thr497 est bien localisé au niveau des

24511 reste a étudier la localisation d’eNOS au

contacts cellule-cellule dans des CE confluentes.
niveau des CE avec un phénotype migratoire collectif. Les modifications co-et post-
traductionnelles aboutissent a la translocation de I'enzyme eNOS a la membrane plasmique des
cavéoles. Etant donné la localisation d’eNOS actif au niveau des cavéoles et le role de la

cavéoline-1, composante essentielle des cavéoles, dans la polarité cellulaire, il serait intéressant

d’explorer le réle d’eNOS dans la régulation de la polarité et la migration cellulaire.
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En résumé, nos résultats révelent un réle central pour la PKCEC dans la coordination des
événements moléculaires impliqués dans I’inhibition de la perméabilité¢ et dans la migration
dirigée des CE et définissent un nouveau role pour cette kinase comme un facteur déterminant

pour la liaison des complexes de polarité aux jonctions adhérentes en aval de I’Ang-1/Tie2.

Applications thérapeutiques éventuelles

Les effets biologiques du systeme Ang/Tie sont dépendants de leur contexte, ce qui remet en
question le ciblage de cette voie comme meilleure stratégie thérapeutique. Notre travail sur la
perméabilité et la migration régulée par I’Ang-1 permet de décortiquer et de comprendre I’image
globale de ce que nous savons sur cet axe important dans la biologie cellulaire. Différentes
options pour l'intervention thérapeutique doivent étre considérées pour identifier le meilleur
chemin a emprunter dans I'avenir. Le développement de médicaments ciblant le systéme Ang/Tie
a ¢té difficile étant donné les roles complexes et souvent confondants de I'Ang-1 en biologie
tumorale. Une meilleure compréhension de l'interrelation entre ces différents facteurs de
croissance, spécialement les RTK, au cours du développement normal et au cours des
pathologies vasculaires chez 1’adulte pourrait conduire a leur application dans le traitement des
maladies ischémiques et angiogéniques. Ainsi, quarante-six ans apres, le concept émit par Judah
Folkmann est toujours une réalit¢ sans équivoque «Une stratégie antiangiogénique pourrait

devenir une nouvelle arme thérapeutique dans le traitement du cancer ».*’®

Etant donné les réles importants, communs et opposés, de 1’Ang-1 et du VEGF, I'utilisation de
I’Ang-1 est d’un grand intérét en combinaison avec le VEGF afin de promouvoir la croissance

d’une vascularisation normale, stable et non perméable. Les applications thérapeutiques du
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VEGF ont été testées dans un certain nombre de situations dans le but d'induire la croissance de
. . . N , . 4 . .. .

nouveaux vaisseaux sanguins (angiogenése thérapeutique).”’’ Toutefois, I’administration du

VEGF cause certains effets secondaires principalement la formation de vaisseaux sanguins

. 478,479
perméables.*’®*’

L’administration concomitante de 1’Ang-1 et du VEGF aide a réduire
I'hyperperméabilité induite par le VEGF sans supprimer la croissance vasculaire. Notre travail,
ainsi que celui d'autres groupes, sur les actions du VEGF et de ’Ang-1 qui a permis d'identifier

des voies de signalisation avec de nouveaux joueurs moléculaires aidera sans aucun doute a

définir les différentes étapes de leur implication dans la croissance vasculaire.
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CONCLUSION
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Les ¢études de la signalisation dans les CE vasculaires ne sont pas différentes des analyses faites
dans d'autres types cellulaires, 1'accent a été mis le plus souvent sur un facteur de croissance a la
fois. Au cours des derni¢res années, cependant, une multitude d’études ont disséqué les
interactions doubles et/ou tripartites. L'analyse de ces associations a mis en évidence une
hiérarchie dans les réponses cellulaires au cours de l'angiogenése. De plus, ces études ont révélé
que les mémes acteurs pourraient assumer des roles distincts en fonction de 1'état de la
confluence des CE. En paralléle, au cours du bourgeonnement angiogénique on trouve une
distribution moléculaire et une signalisation cellulaire qui différent selon le type cellulaire
(cellules de la pointe, cellules de la tige et celles de type Phalanx).?>'®

Cette thése apporte sans aucun doute des avancées considérables dans la compréhension de
la signalisation en aval d’Ang-1/Tie2 et du VEGF/VEGFR-2 et de la régulation des jonctions
cellulaires, la perméabilité et la migration cellulaire endothéliale. De plus, les actions de 1’Ang-1
et du VEGF qui ont été mises en évidence dans notre systéme expérimental in vitro ont des effets
analogues quant a leurs rdles in vivo. Toutefois, il serait trés intéressant de comprendre et de
confirmer le (les) mécanisme(s) moléculaire(s) par lequel 1I’Ang-1 exerce ses effets
d’antiperméabilité et de production de NO au cours du développement normal des vaisseaux
sanguins et dans le cas de pathologie vasculaire. Dans la premicre partie de cette thése nous
avons montré que I’Ang-1 inhibe la libération de NO et la perméabilité transendothéliale induite
par le VEGF en activant la PKCC qui phosphoryle eNOS sur la Thr497 et ainsi inhibe ’activité
de I’enzyme. Dans la deuxiéme partie nous avons identifi¢ un nouveau partenaire moléculaire de
la PKCC en aval de I’Ang-1/Tie2. En effet, nos résultats indiquent que la formation du complexe

PKCL/B-caténine dispose d'un double rdle dans I'induction de la migration cellulaire collective et

directionnelle. Premi¢rement, l'association de la P-caténine et de la PKC(C aux jonctions
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d’adhérence contribue au resserrement et au maintien des contacts cellule-cellule lors de la
migration. Deuxiémement, la formation du complexe a l'avant des cellules suite a une
stimulation a I’Ang-1 va promouvoir la création d’un front de migration contenant des protéines
des jonctions adhérentes et de polarité. Celles-ci vont permettre la distribution polarisée de Rac
actif éventuellement par l'action de Tiaml. Dans l'ensemble, nos résultats confirment que
l'activation des interactions cellule-cellule favorise la migration collective. Nous montrons aussi
que la régulation différentielle du cytosquelette (Rac), en réponse a 1’Ang-1, au niveau des
jonctions d’adhérence comparée au front de migration des CE détermine la migration
directionnelle persistante.

Finalement, nos résultats ouvre un champ d’investigation dans le role de I’Ang-1 dans la polarité
endothéliale et permet de relier deux complexes moléculaires (jonctions d’adhérence et de
polarité Par) considérés, jusqu’a récemment, indépendants avec deux rdles fonctionnels distincts.
Nos résultats fournissent aussi des preuves pour un réle émergeant des jonctions adhérentes dans
la mise en place de la polarité endothéliale lors de la germination angiogénique ou la migration
guidée, directionnelle et collective.

Nos résultats et ceux d’autres groupes ouvriront une multitude de possibilités et de
combinaisons d’agents anti-cancéreux. Par exemple, restaurer la fonction de PKCC dans des
pathologies vasculaires pourrait étre une cible trés prometteuse pour la normalisation vasculaire
dans les thérapies du cancer.

Les aspects de la dualit¢ Ang-1/VEGF sont trés complexes et nécessitent des études plus
approfondies. Néanmoins, on a pu mettre en évidence le contraste de la signalisation Ang-
1/VEGF dans des fonctions biologiques essentielles de la cellule endothéliale: la production de

NO, la perméabilité, la migration et la polarité cellulaire ou la RKC constitue un des points
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focaux entre ces différentes voies. Il serait aussi pertinent de confirmer I’implication de ces
mécanismes moléculaires et voies de signalisation au cours de la vasculogenése et de

I’angiogenese physiologique et pathologique.
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