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Résumé

Les effets inflammatoires induits par le vascular endothelial growth factor
(VEGF) requierent la synthése endothéliale du facteur d'activation plaquettaire
(PAF). Notre laboratoire a précédemment démontré que la synthése du PAF
induite par le VEGF-A4gs résulte de l'activation du complexe VEGF récepteur-2/
neuropiline-1 nécessite l'activation de la p38 et p42/44 mitogen activated protein
kinases (MAPKs) et la phospholipase A, sécrétée de type V (sPLA2-V). Les
mécanismes qui régulent I'activation de la sPLA,-V étant inconnus, nous avons
étudié la contribution de la mitogen-and stress-activated protein kinase-1
(MSK1), qui est activée de fagon rapide et transitoire par les voies p38 et
p42/44 MAPKs. Dans notre modéle de cellules endothéliales d’aorte bovine:
(BAEC), nous avons observé une interaction protéique constitutive entre la
MSK1, les MAPKs p38 et p42/44 ainsi que la sPLA,-V. Ces interactions
protéiques ont été conservées dans des BAEC transfectées exprimant le
vecteur témoin pCDNAS.1, la MSK1 sauvage (MSK1-WT) ou la forme mutée en
N-terminale de la MSK1 (MSK1-D195A). Toutefois, dans les BAEC exprimant
la forme mutée en C-terminale de la MSK1 (MSK1-D565A), l'interaction entre la
MSK1 et la sPLA,-V a été réduite de 82% et 90% en conditions basales et
traitées au VEGF-A1g5, comparé aux BAEC natives. Finalement, nous avons
observé une augmentation de la synthése de PAF en réponse au VEGF-Aigs
dans les BAEC natives et transfectées exprimant le vecteur pCDNA3.1, la
MSK1-WT et la MSK1-D195A de 166%, 139%, 125% et 82% respectivement.
Toutefoié, la synthése de PAF a été complétement inhibée dans les BAEC
exprimant la MSK1-D565A. Ces résultats démontrent le role essentiel du
domaine kinase en C-terminale de la MSK1 dans f'interaction constitutive avec
la sPLA2-V qui est déterminante dans les événements menant a la synthése du
PAF induite par le VEGF-A1gs.

Mots-clés : MSK1, VEGF, PAF, phospholipase A,, inflammation, angiogenése.
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Abstract

Vascular endothelial growth factor (VEGF) inflammatory effects require acute
platelet-activating factor (PAF) synthesis by endothelial cells (EC). We
previously reported that VEGF-Aigs-mediated PAF synthesis involves the
activation of VEGF receptor-2/neuropilin-1 complex, which is leading to the
activation of p38 and p42/44 mitogen-activated protein kinases (MAPKs) and
group V secretory phospholipase A, (sPLA2-V). As the mechanisms regulating
sPLA>-V remain unknown, we addressed the role of the mitogen- and stress-
activated protein kinase-1 (MSK1), which can be rapidly and transiently
activated by p38 or p42/44 MAPKs. In native bovine aortic endothelial cells
(BAEC), we observed a constitutive protein interaction of MSK1 with p38,
p42/44 MAPKs and sPLA,-V. These protein interactions were maintained in
BAEC transfected either with the empty vector pCDNA3.1, wild-type MSK1
(MSK1-WT) or N-terminal dead kinase MSK1 mutant (MSK1-D195A). However,
in BAEC expressing C-terminal dead kinase MSK1 mutant (MSK1-D565A), the
interaction between MSK1 and sPLA,-V was reduced by 82% and 90% under
basal and VEGF-Aes-treated conditions, as compared to native BAEC.
Treatment with VEGF-A,es for 15 minutes increased basal PAF synthesis in
native BAEC, pCDNA3.1, MSK1-WT and MSK1-D195A by 166%, 139%, 125%
and 82% respectively. In contrast, PAF synthesis was prevented in cells
expressing MSK1-D565A mutant. These results demonstrate the important role
of the C-terminal domain of MSK1 for its constitutive interaction with sPLA-V,
which is essential to support VEGF-Ags-mediated PAF synthesis.

Keywords: MSK1, VEGF, PAF, phospholipase A,, inflammation, angiogenesis.
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Avant-propos

L'inflammation est un processus normal de réponse tissulaire a toute
agression et joue un role protecteur en participant aux processus de défense
naturelle. Idéalement, l'inflammation est de courte durée et localisée au site
d’infection ou du dommage; elle permet la réparation des tissus lésés et
contribue au maintient de I'homéostasie des tissus. Toutefois, celle-ci peut
devenir excessive et pathologique. L'inflammation pathologique est associée a
plusieurs maladies vasculaires, telles que la croissance tumorale, la polyarthrite
rhumatoide, la rétinopathie du diabétique, I'athérosclérose et bien d’autres. Le
développement de ces maladies nécessite la formation de nouveaux vaisseaux
sanguins. En effet, le remodelage vasculaire est un des processus induit par
linflammation. Lors de la réponse inflammatoire, les cellules du systéme
immunitaire relachent plusieurs facteurs proangiogéniques, qui vont favoriser la
réorganisation des vaisseaux sanguins existants pour induire I'angiogeneése.
Toutefois, pour différentes raisons, la régulation de ces processus est délétere
et 'angiogenése qui en résulte est pathologique. Comme rinflammation est un
élément commun a ces différentes pathologies et favorise les mécanismes
proangiogéniques, elle représente donc une excellente cible pour le
développement de stratégies thérapeutiques. Ainsi, d'innombrables études
portent sur la compréhension des mécanismes inflammatoires en relation avec
les processus de vascularisation, puisque l'inflammation est régulée par de
multiples acteurs qui peuvent varier selon les conditions et les types cellulaires.

Ce travail de recherche a donc permis d’approfondir les mécanismes de
signalisation intracellulaire engendrés lors d'un processus inflammatoire induit
par le VEGF. Une meilleure compréhension des événements intracellulaires
impligués dans les processus pathologiques de Finflammation pourrait
contribuer au développement de cibles thérapeutiques plus spécifiques.



1 INTRODUCTION



1.1 Angiogenése : Présentation générale

1.1.1 Définition, réle, mécanismes

Le systeme vasculaire est le premier systeme a se développer et a atteindre
un état fonctionnel chez fembryon . Son développement commence par la
différenciation in situ des hémangioblastes, précurseurs des cellules endothéliales
et des cellules souches hématopoiétiques de la moélle osseuse, a partir du
mésoderme embryonnaire 2 Il s'ensuit une prolifération et une migration des
cellules endothéliales d’'ou émergera la formation de novo de vaisseaux sanguins
qui consiste en une architecture vasculaire primitive, selon un processus appelé
vasculogenése 3. La croissance de 'embryon va nécessiter le remodelage de
I'arbre vasculaire primitif pour ainsi former de nouveaux vaisseaux sanguins a
partir de la microcirculation préexistante, processus appelé angiogenése *. La
formation de vaisseaux sanguins de différents calibres, tant artériels que veineux,
permet d’'apporter aux tissus, l'oxygéne et les nutriments nécessaires au
développement cellulaire. Toutefois, ce processus trés complexe résulte d'un
équilibre finement régulé par une multitude facteurs en plusieurs étapes. Le
mécanisme le plus fréquent et le plus largement établi est 'angiogenése dite
« bourgeonnante ». Ce processus a été décrit depuis plus d’'un siecle (initialement
par von Kolliker) et il a subséquemment été caractérisé en une succession
d'événements tels que décrits entre autres par le Dr Folkman * Ainsi, le
processus s'initie lors de la dilatation des vaisseaux et de l'augmentation de la
perméabilité endothéliale. La déstabilisation des vaisseaux et la dégradation de la
membrane basale va libérer les cellules endothéliales de leur support
(détachement des péricytes ou des cellules musculaires lisses). Ainsi libérées, il y
aura migration et prolifération des cellules endothéliales au site de
néovascularisation, ou incorporation de précurseurs angioblastes circulants issus
de la moélle osseuse; établissement des contacts intercellulaires menant a la

formation de la lumiére des nouveaux vaisseaux suite a leur organisation en
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structure tubulaire; recrutement et prolifération de péricytes et cellules
musculaires lisses vasculaires. Une fois assemblées, les cellules endothéliales
deviennent quiescentes et peuvent survivre plusieurs années. Elles se
différencient et se spécialisent en fonction du type de leur tissu héte. Finalement,
le néovaisseau sera maturé par remodelage (Figure 1).

ANGIOGENESE 1
Hypoxie Dégradation de la matnce extraceliulaire  {Metalloprotéases 7t - PA)
- - - J - -
Neutrophiles VEGF == = - L, = Lame basale
Macrophages =sse= > o | e ) } | wmme> | assee

A Chemotaxss

Metalloprotéases (MMP). t PA 2 3
VEGF R2 --- - - % Prolifération \: ' | /

- - - -
— e = 4 == = = Migration prolferation
-— i - \ i L ———J .
I |
VEGF R1 ----- 9 Formation de tubes I '
- - ) \ - -
—— ) e \‘ ;;- K “wmmms . Formatan de tubes
U |
| o) v
Ang1  -------] » Tie 2 Celiules endothéliales

- - L] -
- ’ \ — == =" Recrutement PDGF
- 3 —— o=  depéncytes TGFp

Figure 1: Les étapes de I'angiogenése. La dégradation de la membrane basale (1)
permet la migration (2) et la prolifération des cellules endothéliales (3) qui se différencient
et s'organisent en une structure tubulaire (4) et finalement, il y a recrutement et
prolifération de péricytes et cellules musculaires lisses vasculaires menant a la maturation
du néovaisseau (5). (Image adaptée d'apres le site web :
http://edumed.unige.ch/apprentissage/module1/cvc/).



1.1.2 Angiogenése physiologique

L'établissement d'un réseau vasculaire est essentiel au développement
tissulaire et a son maintien. Trés t6t dans le développement embryonnaire les
mécanismes de vasculogenése sont enclenchés, étant donné que ce processus
représente une fonction physiologique essentielle a partir de laquelle plusieurs
autres fonctions vitales se développeront. Chez Paduite, le réseau vasculaire est
stable et cesse d'évoluer (il adopte une fonction de maintien); il est estimé que
I'endothélium qui borde la lumiére des vaisseaux sanguins est quiescent et qu'ily a
seulement 0.01% des cellules endothéliales de I'organisme qui se divisent °.
Seules quelques conditions particulieres nécessiteront la réactivation des
phénoménes permettant une néovascularisation 2.

Par exemple, lors de la cicatrisation, une néoangiogenése se crée autour de
la plaie a partir des tissus sains avoisinants. Les capillaires formés & proximité de
la plaie vont permettre I'apport de nutriments aux tissus en cours de cicatrisation et
contribuent a la réparation tissulaire. Un autre exemple est celui de I'exercice
physique dans les sports d’endurance. Les athiétes qui pratiquent ces sports
effectuent quotidiennement des exercices physiques prolongés, ce qui demande
une trés forte consommation d'oxygéne au niveau de la masse musculaire et
provoque une hypoxie locale. Cette hypoxie musculaire est compensée par la
formation de capillaires qui permet de rétablir le niveau d’oxygénation demandé.
Enfin, le cycle de reproduction chez la femme est un exemple particulier qui
démontre la perpétuelle capacité d’adaptation de l'angiogenése. En effet, les
organes du systeme reproductif féminin (ovaire, utérus) sont les seuls tissus
adultes présentant une croissance et une régression périodiques. Durant les
differentes phases du cycle menstruel, ces organes sont le siége d'une
angiogenése dynamique puisqu’en absence de fécondation, la muqueuse s’amincit
et les vaisseaux régressent. De plus, tout au long de la gestation, le placenta
présentera ensuite lui-méme une angiogenése importante, qui, tout au long de la
grossesse, s’'adaptera en fonction des besoins du foetus en développement.



1.1.3 Angiogenése pathologique

L'angiogenése exerce un rble unique dans [I'évolution de nombreuses
pathologies. En effet, le développement de certaines pathologies requiert la
formation de nouveaux vaisseaux sanguins dont les processus échappent au
controle physiologique normal. Lorsgu’elle devient excessive, insuffisante ou
anormale, I'angiogenése contribue a de nombreux désordres malins, ischémiques,
inflammatoires et immunitaires entre autres dans le développement tumoral, le
psoriasis, la polyarthrite rhumatoide et rétinopathie du diabétique, mais elle est
aussi impliquée dans plusieurs autres pathologies, telles que F'athérosclérose, le
sarcome de Kaposi, I'ostéomyélite, la leucémie et la liste est croissante 89 |Les
mécanismes qui induisent l'angiogenese physiologique et pathologique sont
similaires, cependant le contréle de I'angiogenése pathologique n’est pas bien
régulé. La seule différence dans les mécanismes se situe au niveau de
linflammation qui ne précéde pas de fagon invariable les mécanismes
d’angiogenése physiologique. Ainsi, 'apparence de I'angiogenése tumorale est
caractérisée par une architecture vasculaire de forme irréguliére et tortueuse, une
indifférenciation des vaisseaux (types artériel, veineux ou capillaire) et une

hyperméabilité excessive des vaisseaux sanguins '°.
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1.2 VEGF

1.2.1 Régulation de I’'angiogenése : réle du VEGF

L'ensemble des processus angiogéniques décrits précédemment est
finement régulé selon une balance d'événements dynamiques entre agents
angiogéniques et angiostatiques. Ces régulations moléculaires trés précises
conduisent, selon les conditions, a linduction, la stabilisation ou la régression de
I'arbre vasculaire mais le déséquilibre de cette balance dynamique, dans un sens
ou dans lautre, déclenche immédiatement [l'activation ou la répression de
I'angiogenése. Au cours des derniéres années, plusieurs études ont confirmé que
I'angiogenése nécessite l'intervention coordonnée d'une multitude d'inducteurs et
d'inhibiteurs produits par les cellules saines ou pathologiques. Parmi ces facteurs,
sont retrouvés entre autres, 'acidic and basic fibroblast growth factor (aFGF et
bFGF), le platelet derived growth factor (PDGF), le transforming growth factor-a
and § (TGF-a et -B), 'epidermal growth factor (EGF), I'interleukine-8 (IL-8) et le
vascular endothelial growth factor (VEGF) ' 2. Toutefois, c’est le VEGF qui est
considéré comme étant le principal facteur de croissance vasculaire 3. i est
essentiel au développement embryonnaire, puisque la délétion d’'un seul des deux
alléles est létale in utero chez les embryons de souris hétérozygotes (VEGF*")
'°, L'état hétérozygote démontre un retard de la différenciation endothéliale, une
diminution du bourgeonnement capillaire, un assemblage anormal des vaisseaux
avec une quasi-absence des vaisseaux de taille moyenne et un élargissement des
vaisseaux de petit calibre. La surexpression du VEGF au cours de
'embryogenése provoque également des anomalies vasculaires '®. Chez l'adulte,
son action est aussi prédominante, puisqu’il agit a tous les stades de
Fangiogenése physiologique et pathologique: il augmente la perméabilité
vasculaire, favorise la prolifération et la migration des cellules endothéliales et

mobilise les angioblastes '/, c'est aussi un agent chimiotactique pour les
monocytes 8.



1.2.2 Famille du VEGF

A lorigine, le VEGF a été identifié comme un facteur de perméabilité
vasculaire sécrété par les cellules tumorales (tumor vascular permeability factor
(VPF)) '°. Par la suite, le VEGF a été identifié indépendamment comme un facteur
de perméabilité vasculaire et de croissance pour les cellules endothéliales 2%, La
nomenclature actuelle utilise la terminologie VEGF plutét que VPF. La famille du
VEGF inclut six différents analogues : le placental growth factor-1 et -2 (isoformes :
PIGF-1 et PIGF-2), le VEGF-A, -B, -C, -D et un homologue viral le VEGF-E. Chez
I'numain, le géne codant pour le VEGF-A se situe sur le chromosome 6 en position
p21.3 2 et est composé de huit exons séparés par sept introns. L'épissage
alternatif du géne du VEGF-A donne lieu a sept différents isoformes de 206, 189,
183, 165, 148, 145 et 121 acides aminés (Figure 2) ** . Le VEGF-Asgs est
lisoforme prédominant et les effets de cet homodimére de 45 kDa sont les mieux
caractérisés 2°. Pour cette raison, dans la littérature, le terme VEGF fait souvent
référence au VEGF-Ases. Les isoformes obtenus different par la présence ou
'absence de séquences encodées par les exons 6 et 7, ce qui leur confére
différentes propriétés puisgu'ils sont responsables de la liaison a 'héparine de la
matrice extracellulaire. Ainsi, le VEGF-Asgs5, qui ne posséde pas I'exon 6, a une
affinité modérée pour I'héparine, ce qui expligue que 50-70% du VEGF-Asss
sécrété reste lié aux cellules et a la matrice extracellulaire 2. D’autre part, le
VEGF-A121, un polypeptide acide qui ne possede ni 'exon 6 et ni 'exon 7, ne lie
pas 'héparine et peut donc diffuser librement dans la circulation 2. Tandis que, le
VEGF-A1g9 et le VEGF-Agp, deux polypeptides basiques qui possédent les exons
6 et 7, lient avec une forte affinité 'héparine et sont donc completement séquestrés
dans la matrice extracellulaire 2. Par conséquent, la matrice constitue un réservoir
local de facteurs de croissance qui peuvent étre reldchés en présence

d’héparinases, de plasmine et de certaines matrix métalloprotéinases (MMPs) 27 2
30
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1.2.3 Régulation de I'expression du VEGF

L'expression du VEGF est modulée par différents facteurs. Tout d’abord, la
transcription du VEGF est en grande partie régulée par le niveau d’oxygéne
ambiant ¥'. En condition hypoxique, I'expression de VEGF-A est contrdlée par le
facteur de transcription hypoxia inducible factor-1 (HIF-1). HIF-1 est un
hétérodimére composé de deux sous-unités soit, HIF-1B qui est exprimée de fagon
constitutive et ubiquitaire dans les cellules, et HIF-1a qui est aussi exprimée
constitutivement, mais est rapidement ubiquitinylée et dégradée par le protéasome
en condition normoxique. Cette ubiquitination des HIF-1a est induite par le
suppresseur de tumeurs von Hippel-Lindau (VHL) qui agit suite a 'hydroxylation de
HIF-1a par les HIF-prolyl-hydroxylases (HPH) qui utilisent I'oxygéne comme
cosubstrat. Ainsi, en état d’hypoxie, 'activité des HPH est inhibée et la sous-unité
HIF-1a est protégée de la dégradation et stabilisée ce qui lui permet d'étre
transloquée au noyau, de s’hétérodimériser avec HIF-1p et d’activer I'expression
de ses génes cibles (pour revue, voir Pugh & Ratcliffe, 2003) *. Ainsi, la
régulation précise de ce facteur pallie au déficit en oxygéne en activant
expression de génes proangiogéniques comme le VEGF ®. De plus, la relache
de VEGF, dans un microenvironnement local précis, est aussi influencée par la
présence de facteurs de croissance relachés de fagon autocrine ou paracrine tels
que 'EGF, le TGF-a et -B, le keratinocyte growth factor (KGF), l'insuline-like growth
factor-1 (IGF), le FGF et le PDGF, ainsi que certaines cytokines inflammatoires (IL-
1B, IL-6) exprimées au niveau local 1”34,
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1.2.4 Récepteurs du VEGF

Les différentes formes du VEGF exercent leurs actions en se liant a des
récepteurs transmembranaires dotés d'une activité tyrosine kinase (famille des
récepteurs tyrosines kinases (RTKs)) soit les récepteurs VEGFR-1, VEGFR-2 et
VEGFR-3. Les VEGFR-1 et -2, a l'origine nommés Flt-1(fms-like-tyrosine kinase)
et KDR/ Flk-1 (kinase domain region / fetal liver kinase), sont composés d’'un
domaine extracellulaire comprenant sept domaines de type immunoglobuline,
d’'une région transmembranaire et d’une région intracellulaire & activité kinase 3.
Le VEGFR-3, a l'origine nommé Flt-4, fait aussi partie de la famille des RTKs
cependant, il ne lie pas le VEGF-Ags, mais seulement le VEGF-C et -D et est
principalement exprimé dans le systéme vasculaire lymphatique ¥. L'expression
conjointe de VEGFR-1 et VEGFR-2 est retrouvée principalement sur les cellules
endothéliales, mais aussi sur les ostéoblastes et les cellules hématopoiétiques 2.
Le VEGFR-1 est aussi exprimé sur les monocytes, macrophages, péricytes,
trophoblastes du placenta et les cellules mésangiales de rein %°. Pour sa part, le
VEGFR-2 est aussi retrouvé sur les cellules neuronales, celluies progénitrices de
la rétine, cellules des conduits pancréatiques, les mégakaryocytes et les
plaquettes sanguines *> *'. Dans les cellules endothéliales, la phosphorylation de
VEGFR-1 et -2 par le VEGF-As5 a été démontrée, mais avec une plus grande
intensité pour le VEGFR-2 *2. Leurs activations induisent la signalisation de
différentes voies intracellulaires mais I'activation seule du VEGFR-2 est suffisante
pour induire les principaux effets du VEGF-Aqes *> *®. Il existe aussi une forme
soluble du VEGFR-1, soit le sFlit-1, qui ne posséde pas le 7° domaine de type
immunoglobuline, ni la région transmembranaire et ni la région intracellulaire a
activité kinase. Comme le VEGF-Ag;5 lie avec une forte affinité la forme soluble du
VEGFR-1, ce dernier séquestre le VEGF-Ags et inhibe ses différents effets. Ceci
explique la fonction de clairance qui lui a été attribuée, et par conséquent, il est
représenté comme un régulateur négatif des effets du VEGF-Aqgs ** (Figure 3).
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L'expression des trois récepteurs du VEGF & la surface externe des

cellules est retrouvée sous forme de monomeére, mais en présence du ligand
VEGF (monoméres du VEGF dimérisés via ponts disulfures), il y a dimérisation
des monomeéres des récepteurs du VEGF. Ainsi, les différents analogues du
VEGF peuvent recruter des homodiméres des récepteurs du VEGF (soit
VEGFR1/R1, VEGFR2/R2, VEGFR3/R3), mais il est aussi possible que certains
ligands recrutent des hétérodiméres formés de VEGFR-1 et VEGFR-2 ou de
VEGFR-2 et VEGFR-3 %,

VEGF-B/ VEGF-A .
PLGF
-

VEGFR-1

forme :
soluble “ """""
Y : ¥ bl
NRP-1 NRP-1 w
VEGFR-1 VEGFR-2 VEGFR-3
Cellules Cellules
endothéliales endothéliales
lymphatiques

Figure 3 : Représentation schématique de la famille du VEGF et de ses récepteurs.
Le VEGF-Asgs est le seul membre de la famille & pouvoir interagir avec les deux types de
récepteurs retrouvés sur les cellules endothéliales soit le VEGFR-1, le VEGFR-2 et le co-
récepteur NRP-1. Le VEGF-B ainsi que le PIGF lient le VEGFR-1 et sa forme soluble alors
que le VEGF-C et le VEGF-D interagissent avec le VEGFR-2 et le VEGFR-3. Le VEGF-E
est un agoniste sélectif du VEGFR-2.
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Le VEGFR-1 fut le premier récepteur de la famille des RTKs a étre

identifié *®, mais la fonction précise de ce récepteur n'est pas encore exactement
determinée, puisque les propriétés étudiées varient selon [I'étape du
développement et le type cellulaire. Néanmoins, une étude a démontré qu'au
cours du développement embryonnaire I'inactivation génique de VEGFR-1"7" chez
la souris, cause la mort in utero des embryons aprés 8,5 jours de vie *°. Ces
embryons démontrent une anomalie de la formation des vaisseaux, mais la
différenciation des cellules endothéliales est normale. La question du réle principal
du récepteur VEGFR-1 a été clairement posée par une expérience d’inactivation
génique ciblée ou le domaine tyrosine kinase intracellulaire de ce récepteur a été
supprimé, tandis qu’'était conservé le domaine extracellulaire de liaison du VEGF.
It a été démontré que cette forme mutante du récepteur VEGFR-1 (VEGFR-1-TK"‘)
était capable de lier le VEGF-Aes et que les souris homozygotes pour cette
inactivation génique se développaient normalement sans défaillance du réseau
50

vasculaire Ces résultats suggerent donc un réle prédominant du domaine

extracellulaire (et non du domaine tyrosine kinase) du récepteur VEGFR-1 qui
pourrait agir comme un récepteur de clairance, au moins dans la régulation de
angiogenése embryonnaire.

Le VEGFR-1, en plus de lier le VEGF-A+¢s5, peut lier de fagon spécifique le
PIGF et le VEGF-B °" * via le site de liaison situé au niveau du second domaine
de type immunoglobuline . Initialement, le VEGFR-1 était percu comme un
récepteur qui séquestrait le VEGF-A1gs du VEGFR-2, puisqu'il induisait faiblement
les effets du VEGF-Asgs. En effet, la stimulation de VEGFR-1 par le VEGF-Aqgs
induit une faible autophosphorylation du récepteur ce qui sert de points d’ancrages
aux molécules contenant des domaines SH2, telles que la phospholipase Cy
(PLCy) et la sous-unité p85 de la PI3K initiant une signalisation intracellulaire qui

54, 55

est peu connue . Toutefois, la migration des monocytes ainsi que la relache

endothéliale de la MMP9 en réponse au VEGF-Ass, requiert la présence du
domaine kinase du VEGFR-1 % % De plus, notre laboratoire a récemment
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démontré, in vitro, que I'activation du VEGFR-1, en réponse aux PIGF et VEGF-
B, pouvaient induire la translocation de la P-sélectine endothéliale et 'adhésion
des neutrophiles a I'endothélium 8. Ensuite, nous avons aussi démontré que la
synthése de la PGl,, en réponse au VEGF-A;¢s, nécessite I'hétérodimérisation de
VEGFR-1 et VEGFR-2 #. Cette derniére observation atteste que le VEGFR-1 est
un médiateur des effets angiogéniques du VEGF-Ases, par consequent, les
circonstances ou le VEGFR-1 agit comme un récepteur de clairance ou comme un
récepteur tyrosine kinase, ne sont pas clairement définies.

Bien que le VEGF-A15 ait une tres forte affinité pour le VEGFR-1, soit de 10
pM, par rapport a 75-125 pM pour le VEGFR-2, ce dernier joue un rdle essentiel
dans le développement embryonnaire, puisque Finactivation génique de VEGFR-2°
" est létale entre les jours embryonnaires 8,5 a 9,5 % De plus, il est le principal
médiateur des activités biologiques du VEGF-Ags *® ®°. En présence du ligand, il y
a activation du VEGFR-2, via sa dimérisation, ce qui engendre la
transphosphorylation du récepteur et déclenche F'autophosphorylation de résidus
tyrosines dans le domaine kinase intracellulaire activant trois grandes voies
classiques de la signalisation *'. Tout d’abord, l'affinité du domaine SH2 pour
certains résidus tyrosines, favorise l'interaction du récepteur avec la phospholipase
Cy (PLCy) (grace au domaine SH2 de l'enzyme) ®'. Cet événement induit
l'activation de la cascade Raf-Mek-p42/44 mitogen-activated protein kinase
(MAPK) dou résulte la phosphorylation de facteurs de transcription nucléaire
impliqués dans la prolifération cellulaire ® ®. La propriété chimiotactique du
VEGF-A+g5 induisant la migration cellulaire résulte de l'activation de la voie MLK-
MKK-3/6-MAPK p38 qui active la MAPK activated protein kinase-2 (MAPKAPK-2)
et la Heat shock protein 27 (Hsp27), responsables de la réorganisation rapide du
cytosquelette d’actine %, Les effets anti-apoptotiques du VEGF-Ag5 passent par
F'activation de la voie de la phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K) responsable de
Pactivité de la protéine Akt®®. L’activation de cette derniére phosphoryle et active
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Foxide nitrique synthase endothéliale (eNOS), soit 'enzyme responsabie de la
synthése de NO induite par le VEGF-Aqgs *° (Figure 4).

L'activité du VEGFR-2 peut étre modulée par les protéoglycans semblables
a I'héparine associés a la membrane cellulaire, puisqu’ils peuvent agir comme
corécepteurs et lier le VEGF-A, augmentant ainsi la capacité de liaison au
récepteur ®. Toutefois, le principal corécepteur du VEGFR-2 est la neuropiline 1
(NRP-1). A Porigine, la NRP-1 fut reconnue pour participer a la croissance axonale
grace a sa capacité de lier les sémaphorines/ collaspsines®®. Par la suite, elle fut
identifiée comme étant un nouveau site de liaison du VEGF-A4gs, contrairement a
lisoforme VEGF-A121 qui ne peut pas lier la NRP-1, ce qui a démontré la spécificité
de la liaison via I'exon 7 . Ainsi, le VEGF-Aqgs, en plus de lier les récepteurs
VEGFR-1 et VEGFR-2, posséde aussi la capacité d'interagir avec la NRP-1 7°. La
NRP-1 est fortement exprimée dans les cellules endothéliales et lorsqu’elle est co-
exprimée avec le VEGFR-2, elle potentialise la liaison du VEGF-Aqes et les effets
biologiques qui en découlent. La liaison du VEGF-Aes au VEGFR-2 et a la NRP-1
augmente la phosphorylation et activation du VEGFR-2 comparativement a une
stimulation en absence de NRP-1 7°. Récemment, notre laboratoire a démontré
que la NRP-1 augmente la migration des cellules endothéliales, leur prolifération
ainsi que la synthése de PAF induite par le VEGF-Aes ' . Nous avons aussi
décelé un effet amplificateur sur la translocation de la P-sélectine et 'adhésion des
neutrophiles aux cellules endothéliales ainsi que sur la synthése de la PGlz, en
réponse au VEGF-Ags ** 8. La NRP-1 permet donc d'amplifier les effets
biologiques du VEGF-Ases suite a l'activation du VEGFR-2 (Figure 3 et 4).
Linactivation génique de NRP-17, provoque des défauts majeurs de
vascularisation en plus d'interférer avec le développement du systéme artériel, ce
qui démontre une participation de la NRP-1 qui est essentielle au soutien des
événements angiogéniques induits par le VEGF-Aqgs '~
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Figure 4 : Représentation schématique des principales voies de signalisation du
VEGF-Ass. La stimulation du VEGFR-2 par le VEGF-A;g;5 active la voie de la p42/44
MAPK qui induit I'effet mitogénique. L’activation de la voie PI3 kinase/Akt favorise la
survie cellulaire, tandis que la voie p38 MAPK participe a la migration cellulaire induite par
le VEGF'A165.
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1.2.5 Activités biologiques du VEGF-Ass sur I'endothélium vasculaire

In vivo, le VEGF-A+g5 posséde la capacité d’augmenter la perméabilité des
vaisseaux sanguins '* 7. Cet effet sur 'endothélium résulte de différents

événements proinflammatoires (décrits ci-dessous), puisque le VEGF-Ags est
aussi un facteur inflammatoire " ®.

In vitro, il a été démontré que le VEGF induit une vasodilatation dose-
dépendante via la production du NO 7°. La synthése du NO se fait via I'activation
de la eNOS. Récemment, il a été démontré que I'activation de la eNOS par le
VEGF peut se faire via deux voies : une voie immédiate dépendante de la PLC-
Ca**/CaM et une voie retardée dépendante d’Akt 7. Cette vasodilatation locale
induite par le VEGF peut aussi résulter de la production de prostacycline (PGIg) &
et du facteur d’activation plaquettaire (PAF), ce dernier augmentant aussi la
perméabilité vasculaire in vivo ”°. La relaxation du lit vasculaire permet l'induction
de changements morphologiques nécessaires afin de rendre les cellules
endothéliales susceptibles aux effets prolifératifs et mitogéniques du VEGF-Aqgs ”

7. 80 Ajnsi, le VEGF en induisant la relache de MMPs par les cellules

81

endothéliales et I'expression de protéases, comme la collagénase et les

activateurs du plasminogéne (tPA et uPA) permet la dégradation de la matrice
extracellulaire % 8, Une fois la membrane basale dégradée et sous F'influence du
VEGF-Ases5, les cellules endothéliales sont libres de migrer, de proliférer et de
s’organiser en une structure tubulaire %> 8. De plus, la régulation du diamétre de
la lumiére des nouveaux vaisseaux a été démontrée comme étant dépendante de
la concentration locale de VEGF et de sa signalisation via VEGFR-2 2. Une
augmentation du transport du glucose au niveau de I'endothélium vasculaire a
aussi été observée, possiblement pour répondre a 'augmentation de la demande
d’énergie lors de la migration et la prolifération endothéliale induite par le VEGF %,
L'effet inflammatoire qu'induit le VEGF résulte, entre autres, de la translocation et

de I'expression endothéliale de plusieurs molécules d’adhérence (P-sélectine, E-
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sélectine, intercellular adhesion molecule (ICAM-1), vascular cell adhesion
molecule (VCAM-1) qui favorisent I'adhésion des cellules inflammatoires, telles
que les neutrophiles et monocytes aux cellules endothéliales et permettent leur
migration du sang vers les tissus °* %, Ces différents phénoménes observés
individuellement in vitro font partie d’un tout bien orchestré qui permet la formation
de nouveaux vaisseaux sanguins in vivo. Cependant, il a été démontré que le
VEGF, in vitro, induit la croissance des cellules endothéliales et méne a la
formation de structures ressemblant a des capillaires dans un modeéle
tridimensionnel de gel de collagéne #, ce qui illustre le role essentiel joué par le
VEGF au sein des mécanismes angiogéniques.

Au niveau intracellulaire, les effets mitogéniques du VEGF-Ag5 sont induits
via la signalisation intracellulaire qui active la cascade d'activation de la p42/44
MAPK. En amont, l'activation de la p42/44 passe via une voie Ras-dépendante
(faisant intervenir les protéines adaptatrices Sos, Grb2 et Shc) et une voie Ras-
indépendante (faisant intervenir la phospholipase C et la protéine kinase C) ce qui
méne a la phosphorylation de facteurs de transcription responsables de I'activation
du cycle cellulaire et de la transcription génique ®. Par ailleurs, la migration
chimiotactique induite par le VEGF-Aiss résulte de l'association rapide entre
lintégrine a,fs et VEGFR-2 qui entraine une augmentation du niveau de
phosphorylation de VEGFR-2 et est suivie d'une activation de la voie MLK-MKK-
3/6-MAPK p38 et de la phosphorylation de FAK (focal adhesion kinase). Cette
phosphorylation spécifique de FAK (Tyrosine*®) requiert I'association de la HSP90
au VEGFR-2 et permet le recrutement de la vinculine et paxilline a la FAK et par la
suite la formation de contacts focaux . L'association synergique de lintégrine
a.Bs et du VEGFR-2 est nécessaire a la transmission du signal induit par le VEGF
jusqu'a la p38 MAPK qui, subséquemment, active la MAPKAPK-2 et la Hsp27,
responsables du remodelage du cytosquelette d'actine ®*. Parallélement, on
observe le rassemblement de contacts focaux a la surface membranaire

(événement dont la localisation déterminera la direction migratoire), la formation de
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fibres de stress et la contraction des cellules endothéliales qui sont nécessaires
pour induire la migration cellulaire ®. Le VEGF favorise aussi la survie des cellules
endothéliales, in vitro, ce phénoméne repose sur différents mécanismes.
L'expression de protéines anti-apoptotiques par le VEGF telles que Bcl-2, Af,
survivine et XIAP, vont influencer la survie de cellules endothéliales % ®'. La
formation du NO est aussi un facteur qui promeut la survie des cellules
endothéliales et sa synthése requiert I'activation du VEGFR-2 et de la voie de la
PI3K qui phosphoryle Akt et active la NO synthase % €. L'activation de la PI3K
conduit a la phosphorylation de phosphoinositides (Ptdins) membranaires et a la
synthése locale de phophatidylinositols (Ptdins(3,4)P. et Ptdins (3,4,5)P;3). La
liaison de ceux-ci au domaine PH (pleckstrin homology domain) de AKT induit la
translocation de AKT du cytoplasme vers la membrane plasmique %. lls permettent
aussi le recrutement et I'activation de la protéine kinase PDK-1 (phosphoinositde-
dépendante kinases 1) ce qui méne a lactivation maximale de AKT via la
phosphorylation du résidu sérine (Ser*”) et fautophosphorylation du résidu
thréonine (Thr®%) %, Les protéines de la famille Akt sont des sérines / thréonines
kinases qui favorisent la survie cellulaire et inhibent I'apoptose en particulier par
leur capacité a phosphoryler et inactiver BAD. De plus, il a récemment été
démontré que 'activation d’Akt par le VEGF-A+gs protége les cellules endothéliales
de l'apoptose en inhibant les mécanismes apoptotiques p38 MAPK-dépendants.
Cette étude propose que le «cross-talk», soit I'interaction de ces deux voies de

signalisation, régule I'équilibre des mécanismes de cytoprotection et d’apoptose .

Le réle primordial du VEGF dans les mécanismes angiogéniques est
indéniable; or, pour mener a terme le développement d’'un vaisseau sanguin
fonctionnel, l'action angiogénique du VEGF doit étre accompagnée de [l'effet
complémentaire de plusieurs autres stimuli proangiogéniques. En effet, il a été
observé que le réseau vasculaire nouvellement formé par le VEGF n’'est en fait
constitué que de vaisseaux sanguins de faible diametre souffrant d'instabilité et

d’hyperperméabilité vasculaire %. Ainsi, plusieurs molécules identifiées viennent
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donc influencer P'action angiogénique du VEGF-Aigs en induisant ou inhibant
lactivation des cellules endothéliales, leur prolifération, leur migration, ou leur
organisation en structure tubulaire. D’autres sont impliquées dans la maturation
des néovaisseaux (via le recrutement de cellules murales), dans leur remodelage
et leur stabilisation. Parmi ces derniéres, une importante coopération a été
observée avec les molécules d'une nouvelle famille de facteurs de croissance
vasculaire, la famille des angiopoiétines (Ang-1 et Ang-2) et de leur récepteur,
Tie2. Des d'études d'inactivation ou de surexpression génique chez la souris ont
démontré le réle d’Ang-1 et Ang-2, ainsi que des récepteurs Tiel et Tie2, dans les
phénoménes d’angiogenése embryonnaire et adulte, puisque leur inactivation
genique entraine une létalité embryonnaire (E) ou post-natale (P). Toutefois, il est
interessant de noter que linactivation des génes VEGFR-1, VEGFR-2 et VEGF
entraine une Iétalité embryonnaire plus précoce (entre les jours E8,5 et E10,5 )'*
154999 que celle induite par lnactivation des génes Tie2 (E10,5)%, Tie1 (entre
E13,5 et E18,5)%, Angl (E12,5)® et Ang2 (P14)® soit peu de temps aprés
I'établissement vital du systéeme cardiovasculaire. Ceci illustre davantage le rble
crucial du VEGF via la signalisation induite par les récepteurs du VEGF dans les
stades précoces du développement embryonnaire *°. Ainsi, le VEGF initie le
bourgeonnement des néovaisseaux alors qu’Ang-1 procéde au remodelage de ces
derniers '%,

Chez ladulte I'Ang-2 peut étre vue comme un facteur de plasticité
vasculaire permettant de déstabiliser 'endothélium quiescent; de plus, il est
fortement exprimé seulement aux sites de remodelage vasculaire, tant en
conditions physiologiques que pathologiques '°" %2, Ce niveau d’expression élevé
aurait pour réle de contrecarrer le systétme stabilisateur angiopoiétine-1/Tie2 afin
de permettre l'induction des processus angiogéniques par différents facteurs dont
le VEGF-Ases. Ainsi, Ang-1 est un facteur qui favorise la stabilité, tandis que Ang-2
est impliquée dans la plasticité du réseau vasculaire. Cependant, des études
récentes suggerent que le rdle d’Ang-2 pourrait aller au dela d'un rdle
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d’antagoniste et participer activement aux processus angiogéniques. En effet,
Ang-2 est capable d'activer le récepteur Tie2 '® et d'induire la migration et la
formation, en structure tubulaire, des cellules endothéliales ', la translocation

105

endothéliale de la P-sélectine '® et la perméabilité vasculaire "%,
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1.3 Inflammation & PAF

1.3.1 La réaction inflammatoire

L'inflammation est un processus normal de réponse tissulaire a toute
agression et est caractérisée par quatre signes cardinaux: douleur, rougeur,
chaleur et 'cedeme. Elle a un réle protecteur en participant aux processus de
défense naturelle et a la réparation des tissus Iésés. Ainsi, elle contribue a
maintenir 'homéostasie des tissus. L'initiation du processus inflammatoire dépend
de la nature du facteur le déclenchant. Il peut s'agir d'un facteur exogene (plaie,
brilure, agents chimiques, agents infectieux) ou d'une cause endogéne (réaction
d'hypersensibilité, lésion d'ischémie — reperfusion et autres). Dans tous les cas,
elle se déroule par étapes: 1) augmentation du flux sanguin induit par une
vasodilatation, 2) augmentation de la perméabilité¢ vasculaire causée par une
rétraction des cellules endothéliales permettant aux médiateurs immunitaires
d’atteindre le site inflammatoire, 3) expression de molécules d’adhésion (ex.:
sélectines, intégrines) par les cellules endothéliales et adhésion des leucocytes
(neutrophiles, monocytes, lymphocytes) aux cellules endothéliales, 4) diapédése :
migration des leucocytes hors des capillaires pour atteindre le site inflammatoire et
5) adaptation et réparation tissulaire. Plusieurs substances participent au
développement des diverses étapes de la réaction inflammatoire. Elle peut étre
contrlée par des cytokines (ex.: interleukine IL-1, IL-8, TNF-a), des produits
d'enzymes plasmatiques (ex. : protéines du complément, protéines de la cascade
de coagulation), des médiateurs lipidiques (prostaglandines, leucotriénes, PAF) et
par des médiateurs vasoactifs (vasopressine, angiotensine ||, endothéline,
acétylcholine, prostacycline, NO). Certains de ces médiateurs inflammatoires sont
relachés par les cellules (macrophages, lymphocytes) activées par des débris
cellulaires ou par des agents pathogénes au site de la Iésion '*’.
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1.3.2 Les phospholipases A;

Les phospholipases A (PLA;) constituent une vaste famille d’enzymes,
classées en trois groupes parmi lesquels on trouve les PLA; Ca?-dépendantes
sécrétées (sPLAy), les PLA, Ca**-dépendantes cytosoliques (cPLA) et les PLA,
Ca**-indépendantes (iPLA) ' (Voir le Tableau I).

)l( Les PLA, sont des enzymes qui
(l) hydrolysent la liaison ester des
0=||3—0' phospholipides membranaires, en
H Q) position sn-2, produisant des
ZHC_C—éHZ lysophospholipides et des acides gras
! | libres (Figure 5). Les acides gras libres

O O
0= (': 0= (': — PLA, les plus souvent produits sont en

particulier de l'acide arachidonique (AA)
qui est le precurseur des médiateurs
inflammatoires de la famille des
gicosanoides comprenant entre autres
les prostaglandines, thromboxanes et

leucotriénes.

Figure 5 lllustration du site d’hydrolyse sur les phospholipides spécifique aux
phospholipases A,. (Image adaptée de Brown et coll., Traffic, 2003. 4: 214-221)

De plus, l'action des PLA; peut aussi produire une molécule précurseur du
facteur d’activation plaquettaire (PAF), selon le lysophospholipide qui, par la suite,
sera transformé par I'enzyme acétyltransférase (lyso-PAF-AT) pour produire du
PAF. La relache d’AA par les PLA; peut se produire de deux fagons différentes,
soit la voie immédiate ou se produit une relache d’AA et une synthése
d’éicosanoides trés rapide (quelques minutes) et la voie retardée induite plusieurs
heures aprés la stimulation.
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Autres ] Poids  Besoin Activité
Groupes Sources Localisation 2
noms (kDa) enCa Hydrolyse*

| A Venin de cobra Sécrétée 13-15 mM Oui
B Pancréas des mammiféres Sécrétée 13-15 mM Non
A Liquide synovial/plaquettes Sécrétée 13-15 mM Non
B Venin de vipére du Gabon Sécrétée 13-15 mM N/D
! C Testicule de souris/rat Sécretée 15 mM Non
D Humain, rongeurs Sécrétée 14-15 mM Non
E Humain, rongeurs Sécrétée 14-15 mM Non
F Humain, rongeurs Sécrétée 16-17 mM Non
| Abeille/Lézard/Humain Sécrétée 16-18 mM Oui
A cPLAa Rein de rat/U937/Humain Cytosolique 85 <M N/D
v B cPLA; B Cerveau Humain Cytosolique 85 <uM N/D
C cPLA, Y Cceeur humain/muscle Cytosolique 85 Aucun N/D
Vv Macrophages P388D; Sécrétée 14 mM Oui
\ iPLA, Macrophages P388D, Intracellulaire  80-85 Aucun N/D
Vil A PAF-AH Plasma humain Sécrétée 45 Aucun N/D
B  PAF-AH () Cerveau bovin Intracellulaire 42 Aucun N/D
viil PAF-AH Ib Cerveau humain Cytosolique 29 Aucun N/D
IX Venin d’escargot de mer Sécrétée 14 mM N/D
X Leucocytes humains Sécrétée 14 mM Qui
N/D

A Plantes Sécrétée 12,4 mM
Xl N/D

B Plantes Sécrétée 12,9 mM
N/D
A Humain majorité des organes Sécrétée Non

Xl ? mM
B Humain, Souris Sécrétée Non

* L'activité d’hydrolyse des sPLA;s a été déterminée en fonction de 'AA relaché a partir de
cellules intactes de mammiféres (monocytes, macrophages, HEK293, ou RBL 2H3)

traitées avec sPLAgs exogéne. N/D : Non-déterminé

® (Tableau adapté de Dennis et coll., Trends Biochemical Sciences, 1997.22:1-2. &

Triggiani et coll., J Allergy Clin Immunol, 2005. 116:1000-1006.)
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Chez les mammiféres, les PLA; sécrétées (sPLA) représentent la plus

grande famille comprenant 10 enzymes actives soit : SPLA,-1B, -lIA, -IIC, -lID, -IIE,
-IF, -llI, -V, -X et =XIIA 1% 0 | o5 SPLA, partagent quelques caractéristiques,
entre autres, un poids moléculaire entre 14-19 kDa et une activation enzymatique
nécessitant une concentration millimolaire de calcium. Les sPLA, sont retrouvées
dans le milieu extracellulaire lorsqu’elles sont sécrétées par les cellules, mais elles
sont aussi présentes au niveau intracellulaire dans des vésicules ou associées aux
membranes de différentes organelles'® "', Malgré ces ressemblances, les sPLA,
régulent une grande variété de fonctions physiologiques et induisent différentes
voies de signalisation, dont la majorité sont spécifiques aux tissus. L’activité
catalytique des sPLA; dans des conditions physiologiques est présente, chez
'humain, seulement dans quelques tissus comme le pancréas ot I'on y retrouve la
sPLA2-IB puis le cartilage, le petit intestin, la prostate et les glandes lacrymales ou
Ion y retrouve la sPLA,-IIA ''2. Jusqu’a présent, chez 'homme, se sont les sPLA,-
IB et sPLA2-IIA, qui ont le plus souvent été impliquées dans le développement de
pathologies inflammatoires ''2. Toutefois, la découverte récente de la sPLAx-V
démontre qu'elle est aussi impliqguée dans linflammation via la synthése du PAF
13 et d'éicosanoides (PGD,, PGEy), autant dans la phase immédiate ''* ''® que
lors de la phase retardée ''* ', En effet, Iinactivation génique de la sPLA.-V" a

réecemment confirmé limplication de l'activité de cette PLA; dans la synthése
d'éicosanoides ''’. De plus, une augmentation de I'expression de la sPLA,-V en
présence de stimuli proinflammatoires a été observée in vitro et in vivo,

spécifiquement dans les phases aigués suivant un infarctus du myocarde '8 "9,

Le groupe VI, soit les PLA; Ca®*-indépendantes (iPLA,), contrairement aux
sPLA; ne prennent pas directement part 4 la réaction inflammatoire. Leur
principale fonction est de contréler le niveau de phospholipides et de maintenir

'homéostasie via le remodelage des membranes de différentes structures

120, 121

intracellulaires De plus, il a récemment été suggeré que le processus de
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remodelage des membranes cellulaires observé lors de I'apoptose serait aussi
régulé par la iPLA; %1%,

Les trois différentes phospholipases cytosoliques (cPLAZ) a, B et vy
identifiées ont été classées dans les groupes IVA, IVB et IVC respectivement '2%,
Les cPLA; regroupent des enzymes de haut poids moléculaire (85 kDa) et ne
nécessitent que de faible quantité de calcium. La cPLA.a est 'enzyme la plus
étudiée, puisqu'elle est retrouvée dans la majorité des tissus, sauf dans les
lymphocytes, tandis que la cPLAB est exprimée dans le cerveau et dans le
pancréas et la cPLA,y est exprimée dans le muscle squelettique '?*. L’activation
de la cPLAza est régulée a la fois par les niveaux de calcium intracellulaire et via la
phosphoryiation de résidus sérines qui engendre sa translocation du cytosol aux
membranes périnucléaires (golgi, réticulum endoplasmique et membrane
nucléaire) '®. Cette translocation permet linteraction de la cPLA; avec son
substrat, mais favorise aussi la proximité avec d’autres enzymes responsables de
la synthese d'éicosanoides, soit les cyclooxygénases et les lipoxygénases.
L’activation maximale nécessite la phosphorylation soutenue de différents résidus,
dont les deux principaux sont la Ser’® et la Ser’?, via les p38 et p42/44 MAPK et

les MAPK-activated protein kinases (MAPKAPK-2, MNK-1 et MSK1)
respectivement 26127,

Enfin, le groupe VIl des PLA, comprend les PAF acétylhydrolases (PAH-
AH) qui hydrolysent, en position sn-2, le résidu acétyl du PAF et les phospholipides
a courtes chaines dont en résulte le lyso-PAF 28,

Tous les types cellulaires présentent une activité des PLA,, elles sont donc
essentielles aux activités cellulaires normales. Ainsi, la famille des PLA, regroupe
une multitude d’enzymes agissants a divers niveaux et desquelles plusieurs
effecteurs sont générés. En revanche, les PLA; ont souvent été impliquées dans

la pathogenese de plusieurs désordres vasculaires ou s'y développe linflammation
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(aigué ou chronique). Les éicosanoides, tout comme le PAF, proviennent de
linduction des PLA; et sont des médiateurs-clés de l'inflammation et de diverses
conditions pathologiques. Le rdle central des PLA; dans le processus
inflammatoire fait de ces enzymes d’excellentes cibles thérapeutiques. L’inhibition
des PLA; préviendrait la synthése des médiateurs inflammatoires, ce qui offrirait
des avantages thérapeutiques appréciables. Toutefois, une inhibition générale
souleve dimportantes questions, puisque les PLA, possédent plusieurs
caracteéristiques et propriétés qui se chevauchent et divers types de PLA, sont
présentes dans de nombreux types cellulaires.

1.3.3 Le facteur d’activation plaquettaire (PAF)

Le facteur d'activation plaquettaire (PAF, 1-O-alkyl-2-acétyl-sn-glycéro-3-
phosphocholine) fut découvert en 1970 comme un facteur relaché par les
leucocytes et capable de provoquer I'activation de la fonction plaquettaire '2°. A ce
jour, le PAF a été identifié comme un médiateur lipidique proinflammatoire '*°. i
est produit et relaché par un grand nombre de cellules telles que les monocytes,
macrophages, neutrophiles, granulocytes, plaquettes et cellules endothéliales '*"
% Le PAF est un médiateur trés puissant agissant a de trés faibles
concentrations (>10"2 M) et agit au sein de plusieurs processus, tant
physiologiques que pathologiques, dont I'inflammation, les allergies, la thrombose,
Iathérosclérose et 'angiogenése **" "33 In vitro, le PAF provoque I'agrégation, la
dégranulation et la production de radicaux libres par les leucocytes. De plus,
lorsqu’il est co-localisé avec la P-sélectine a la surface des cellules endothéliales,
ces deux facteurs interagissent respectivement avec le récepteur du PAF et le P-
selectin glycoprotein ligand-1 (PSGL-1) & la surface des leucocytes, ce qui favorise
Iadhérence, le roulement et I'activation de ceux-ci '** '*®. Le PAF augmente aussi

la contraction des cellules musculaires lisses 3¢

et via sa liaison aux récepteurs
endothéliaux membranaires ou endosomaux (intracellulaires), il produit en cascade

une augmentation de calcium intercellulaire, une redistribution des fibres de stress,
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une régression de la structure du cytosquelette d’actine, un rétrécissement
cellulaire suivi de la formation de bréches intercellulaires ' '*7. Ces différents
effets inflammatoires induits par le PAF permettent une augmentation de la

perméabilité vasculaire in vivo '%.

En conditions physiologiques, laction de ce puissant médiateur
proinflammatoire est finement régulée par différents mécanismes qui agissent au
niveau des processus de synthése et de dégradation. Le PAF peut étre synthétisé

31 Dans

par deux voies enzymatiques : la voie de novo et la voie du remodelage
la voie de novo, la synthése de PAF est produite a partir d'un analogue O-alkyl de
lacide lysophosphatidique et nécessite une séquence de réactions d'acétylation,
de déphosphorylation et d’addition de phosphocholine. L'activation de cette voie
est constitutive et maintient la synthése du PAF a un niveau basal, elle répond aux
besoins physiologiques de l'organisme, ce qui suggére que le PAF aurait un rle
dans 'homéostasie de certains organes'*®. D’autre part, la voie du remodelage est
celle qui induit principalement la synthése du PAF, suite & une stimulation par un
agoniste approprié, chez les neutrophiles, monocytes et cellules endothéliales.
L’'activation de cette voie est initiée par I'action d'une PLA; ou par la transacylase
indépendante du Coenzyme A (CoA-IT) qui hydrolyse les phospholipides
membranaires en position sn-2 pour former le lyso-PAF. Celui-ci est par la suite

acétylé par lyso-PAF-AT pour former le PAF (Figure 6) ' ',

Il a été observé que le PAF formé est relaché dans le fluide interstitiel par
les monocytes et éosinophiles, alors qu'il est transloqué a la membrane plasmique
et retenu a la surface des celiules endothéliales. Ainsi, le PAF posséde une
activité autocrine et paracrine """ 2, L’action du PAF est régulée par le groupe VI
des PLA,, soit les PAF-AH qui comprennent différentes enzymes intra et
extracellulaires ' 3!, Celles-ci hydrolysent le groupement acétyl en position sn-2
et inactive le PAF. Les plus grandes sources cellulaires produisant 'enzyme PAF-
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AH seraient les macrophages et les hépatocytes. De plus, dans le foie le PAF y
induirait lui-méme la production de la PAF-AH ',

0 CH ;0-R CH;O-R
AACOCH 0 PLA, o HOCH Q
CH ;0-P-0- (CHZ)ZN(CsHs) CH;O- P-O R
o o
Phospholipides membranaires ST Lyso-PAF
CH;O-R
HO-CH 0 r lyso-
CHzo-P_'O(CHz)z'NHz PAF-AT
o lyso-
o CHz-O-R PAF-AH 0 CHO-R
A.A-C-O- CH o Vv CH:;C-CH 0
CH,O- P -O(CH,),-NH, Cl-lz-O-? -O-R’
o \ o
PAF

Figure 6 : Voie de remodelage impliquée dans la synthése du PAF. L’hydrolyse initiale
des phospholipides membranaires peut étre catalysée par la phospholipase A, (PLA,) ou
une transacylase indépendante du Coenzyme A (CoA-IT) menant a la formation du lyso-
PAF. Ce dernier peut ensuite étre converti en PAF par lacétyl-CoA :lyso-PAF
acetyltransférase (lyso-PAF-AT). Le PAF peut aussi étre reconvertit en lyso-PAF par la
lyso-PAF acétylhydrolase (lyso-PAF-AH).

1.3.4 Le VEGF-Aqss active la voie de remodelage des phospholipides

La synthése de PAF est impliquée dans plusieurs conditions physiologiques
et pathologiques et joue un réle important dans I'augmentation de la perméabilité
vasculaire induite par le VEGF-Ases. Dans plusieurs types celiulaires, I'induction
de la synthese de PAF résulte de I'activation de la voie de remodelage des
phospholipides. Des études effectuées dans notre laboratoire ont permis
d’approfondir les mécanismes intracellulaires par lesquels le VEGF-A1gs méne a la
synthése du PAF.
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Tout dabord, [lutilisation d'oligonucléotides antisens abolissant

'expression des récepteurs du VEGF-Ases a révélé l'importante contribution du
récepteur VEGFR-2 dans la synthése du PAF, contrairement au VEGFR-1. De
plus, I'hétérodimérisation des récepteurs VEGFR-1 et VEGFR-2 n'est pas
nécessaire a I'induction des activités biologiques observées '*. Cette étude était
la premiére a démontrer que [lactivation de la voie de remodelage des
phospholipides menant a la synthése de PAF, peut avoir lieu via
'autophosphorylation d'un récepteur tyrosine kinase.

L'activation du VEGFR-2 active différentes voies de signalisation qui
gouvernent plusieurs mécanismes intracellulaires dans les cellules endothéliales.
Ainsi, a l'aide de plusieurs inhibiteurs spécifiques, nous avons pu investiguer le
rle des différentes voies de signalisation ce qui a permis de démontrer
I'implication des voies de signalisation de la p38 et de la p42/44 MAPK dans la
synthése de PAF induite par le VEGF-Ags '*°. Toutefois, I'activation de la voie
PI3K agit comme un régulateur endogéne négatif, atténuant la synthése de PAF,
ce qui suggere un équilibre intracellulaire entre les activités anti- et pro-PAF
induites par le VEGF-Asgs '*°. Les résultats de cette étude ont démontré que la
synthése du PAF induite par le VEGF-A+g5 nécessite I'activation paralléle des voies
de la p38 et de la p42/44 MAPKs. Etant donné que la synthése de PAF provient
de [lactivation des différentes enzymes de la voie de remodelage des
phospholipides, nous avons supposé que les voies de signalisation activées par le
VEGF agiraient au niveau de la régulation de ces enzymes. Cette hypothése est
également soutenue par différentes études. Tout d’abord, il a été démontré qu'un
des substrats commun des voies p38 et p42/44 MAPKs est la cPLA; '?* ¢ une
phospholipase importante a la synthése du PAF dans les macrophages '¥’. De
plus, une récente étude démontre que les p38 et p42/44 MAPKs sont les enzymes
qui régulent la synthése du PAF dans des neutrophiles .
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1.3.5 Réle de la sPLA>-V dans la synthése du PAF

Selon le type cellulaire, 'enzyme qui régule I'activation de la premiére étape
de la voie de remodelage des phospholipides, soit la conversion des
phospholipides en lyso-PAF, peut varier. Par exemple, la cPLA; '*°, et la CoA-IT
%0 sont des enzymes qui peuvent induire la formation du lyso-PAF. Par la suite, il a
été démontré que c'est via l'action de la lyso-PAF AT, elle-méme activée par la
p38 MAPK !, que le lyso-PAF sera transformé en PAF ',

Notre laboratoire a spécifiquement identifié la sPLA>-V comme I'enzyme
responsable de lactivation de la voie de remodelage dans les cellules
endothéliales. De plus, nous avons démontré que la synthése de PAF est
indépendante de la cPLA,, grace a [lutilisation dinhibiteurs spécifiques des
différents groupes de PLA; sur la synthése de PAF, ce qui nous a permis
d'éliminer le groupe des iPLA; et celui des cPLA; contrairement & celui des sPLA..
Par la suite, I'utilisation d’'un inhibiteur spécifique des sPLA; de types-lIA et -V &
une concentration connue pour inhiber spécifiquement I'activité de la sPLA,-lIA n'a
pas blogue la synthése de PAF, tandis qu'a une concentration connue pour inhiber
lactivité des deux, la synthése de PAF a été bloguée. Néanmoins, l'identification
précise de la sPLA,-V dans notre modele cellulaire a été déterminée par RT-PCR
et par Western blot ol nous avons constaté I'expression endothéliale de la sPLA; -
V, alors que la sPLA;-lIA est absente %2,

Bien que différentes études aient démontré que l'activité de la cPLA, est
essentielle a 'activité proinflammatoire de la sSPLA2-V, cette relation enzymatique a
seulement été observée en fonction de la synthése de prostaglandines dans la
lignée de macrophages P388D1, neutrophiles et éosinophiles "' 3. Dans notre
modele cellulaire, la synthése de PAF endothéliale requiert uniquement 'activation
de la sPLA2-V et est indépendante de la cPLA,, ce qui est en accord avec une
étude antérieure réalisée dans des monocytes '** et également avec une autre
étude qui soutient que I'activation de la sPLA,-V peut induire la transformation des
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phospholipides en lyso-PAF indépendamment de la cPLA, '*5. De plus, nous
avons démontré que la synthése du PAF induite par le VEGF-A¢5 nécessite des
concentrations de calcium de l'ordre du millimolaire, ce qui coincide avec une
caracteristique majeure du groupe des PLA; sécrétées dont I'activité enzymatique
est calcium-dépendante. Dans les cellules endothéliales, la sPLA;-V a été
identifiée comme I'enzyme responsable de l'activation de la premiere étape de la
voie de remodelage.

1.3.6 Le PAF, un inducteur du processus angiogénique

Différentes études démontrent que le PAF participe de facon directe au
processus angiogénique. In vitro, il induit la migration des cellules endothéliales

%8 alors qu'in vivo, i engendre le bourgeonnement de nouveaux vaisseaux

sanguins "7, L

angiogenése observée est, entre autre, attribuable a la modulation
PAF-dépendante des propriétés d'adhérence des cellules endothéliales.
L’augmentation de l'adhérence des plaquettes et de la translocation des
leucocytes a travers la barriere endothéliale permet la libération directe d’une
grande variété de médiateurs proangiogéniques. Toutefois, le PAF prend aussi

part aux mécanismes induisant 'angiogenése pathologique '*®

. Il est synthétisé et
sécrété par de nombreuses lignées de cellules tumorales. Le PAF ainsi sécrété
dans lenvironnement extracellulaire influence de fagon paracrine les cellules
endothéliales et tumorales et promeut le bourgeonnement de nouveaux vaisseaux,

ce qui favorise la malignité des tumeurs '¥.

Plusieurs souches de cellules
tumorales démontrent une forte expression du récepteur du PAF, ce qui suggere
une action autocrine du PAF dans le développement tumoral *®'®° De plus, in
vitro, le PAF induit aussi la prolifération des cellules cancéreuses de I'endometre

(HEC-1A) et la migration des cellules de Kaposi ¢! 162,

Néanmoins, malgré tous ces exemples démontrant le rdle positif du PAF
dans les processus d'inflammation et d’angiogenése certains mécanismes
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cellulaires sont encore inconnus puisqu’on a observé, lors d'une étude effectuée
a laide de souris «knock out» pour le récepteur du PAF (PAFR"), une
augmentation de langiogenése dans un implant spongieux '®. Ce résultat
inattendu, a soulevé davantage de questions puisque limplant spongieux du
modeéle de souris PAFR™, a aussi démontré une diminution de I'accumulation des
neutrophiles et macrophages et une augmentation des niveaux de chémokines
proinflammatoires  (keratinocyte-derived chemokine, chemokine monocyte
chemotractant proteini). Cette étude a confirmé I'effet pro-inflammatoire du PAF
endogene et suggéré que linhibition de I'angiogenése dans les souris sauvages

(WT) puisse étre « leucocyte-dependent » ce qui impliquerait des mécanismes de
feedback négatifs.

1.3.7 Angiogenése pathologique : Réles du VEGF et du PAF

Le développement de certaines pathologies telles que les maladies
rhumatismales, les rétinopathies diabétiques, I'athérosclérose, le psoriasis et bien
d'autres, nécessite la formation de nouveaux vaisseaux sanguins '®*. Ces
pathologies ont toutes une composante inflammatoire qui peut favoriser leur
apparition ou leur développement et dont 'aspect vasculaire refléte I'implication de
mécanismes d'angiogenése pathologique. En effet, il est bien établi que la
réponse inflammatoire et la réponse angiogénique participent mutuellement aux
processus de I'un et de Fautre ™ '®°, Le remodelage vasculaire fait partie du
processus angiogénique induit par l'inflammation.

Bien que plusieurs facteurs régulent I'angiogenése, le VEGF, le plus
puissant facteur angiogénique, est un des rares facteurs capables d'induire une
augmentation de la perméabilité vasculaire '*2'. Notre laboratoire a démontré que
Faugmentation de la perméabilité vasculaire induite par le VEGF-A1es nécessitait la
synthése du PAF endothéliale °. Depuis, différentes études supportent aussi le
role du PAF au sein des mécanismes angiogéniques induits par le VEGF. Tout
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d'abord, il a été démontré, in vitro, que le PAF potentialise I'effet du VEGF en
induisant la translocation de la P-sélectine et I'adhésion des neutrophiles aux
cellules endothéliales *®. De plus, ce qui a davantage appuyé notre hypothese
furent les travaux des groupes de Montrucchio (2000) et de Bussolatti (2000)
effectués sur un modéle murin d'angiogenése tridimensionnelle dans du matrigel.
Le groupe de Montrucchio a démontré, in vivo, que les néovaisseaux induits par le
VEGF étaient associés avec une synthése locale de PAF. Ce phénoméne pouvait
d'ailleurs étre inhibé par deux antagonistes différents des récepteurs du PAF, soit
le WEB2170 et le CV3988 '°®. Le groupe de Bussolatti qui a utilisé des cellules
tumorales dans le modéle de matrigel, a aussi démontré, in vivo, que le PAF

synthétisé en réponse au VEGF amplifiait la formation de nouveaux vaisseaux

sanguins dans les tumeurs %,

Par conséquent, comme le PAF potentialise les
effets déléteres du VEGF au niveau de la vascularisation tumorale, il serait
souhaitable d'approfondir nos connaissances des mécanismes par lesquels le

VEGF induit la synthése de PAF.
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1.4 Signalisation intracellulaire

L’homéostasie cellulaire dans l'organisme dépend de la capacité des
cellules & intégrer les signaux extracellulaires de fagon adéquate. Les différents
signaux extracellulaires, captés via les récepteurs, seront transformés en signaux
intracellulaires et transmis, selon les cas, jusqu'au noyau, permettant ainsi a la
cellule de s’adapter aux changements de son environnement. La perception des
signaux extracellulaires emprunte des mécanismes de transduction qui entrainent
la production de seconds messagers. Dans la majorité des cas, ces seconds
messagers activent, directement ou non, une ou plusieurs protéines-kinases,
enzyme phosphorylant des protéines. Celles-ci sont caractérisées par la présence
d'un domaine catalytique assurant la méme fonction, soit le transfert d'un
groupement phosphate. De cette maniére, les protéines-kinases régulent une trés
grande variété de fonctions cellulaires, ce qui explique qu'elles constituent la plus
grande famille de génes ayant autant de fonctions diverses. La conservation de
ces différentes familles de protéine-kinases, autant chez la levure, les invertébrés
et les mammiféres, démontre F'importance du réle de régulation exercée par celles-
ci. Toutefois, un seul défaut dans ces voies de signalisation peut conduire a un
déréglement cellulaire. La perte de la capacité des cellules a répondre
correctement aux signaux peut résulter en une inhibition ou une proliferation
anarchique. Par exemple, une différenciation aberrante couplée a une incapacité a

répondre aux signaux de mort cellulaire, 'apoptose, peut résulter en un phénotype
tumoral 168 169,

1.4.1 Transmission du signal intracellulaire

La phosphorylation est le résultat d’'un signal extracellulaire, véhiculé par
des hormones, neurotransmetteurs ou facteurs de croissance, qui atteint 'espace
intracellulaire via la transduction. La réaction de phosphorylation peut s’exercer

sur toutes les protéines cellulaires; elle se forme plus souvent sur les fonctions
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alcools de résidus sérine (Ser) et thréonine (Thr), mais aussi sur les résidus
tyrosine (Tyr) '7°. L’ajout de ces charges négatives entraine une modification de la

structure des protéines substrats, les faisant passer de la forme inactive a la forme

1

active "', L’activation des protéines-kinases est transitoire, puisqu’il existe aussi

les protéines-phosphatases dont le role est de rendre ces réactions réversibles,
malgré que celles-ci puissent aussi étre sous le controle d'inhibiteurs transitoires
2. En général, les substrats portent plusieurs sites de phosphorylation et une
premiere phosphorylation peut induire un changement de la conformation du
substrat faisant apparaitre un autre site pour une seconde protéine-kinase. |l
existe aussi un état d’autophosphorylation des protéines-kinases, qui prolonge la
durée de leur action méme apres la disparition de leur activateur.

1.4.2 Les voies MAP kinases

Les voies de transduction des MAP kinases sont communes a la
signalisation des cellules eucaryotes et font parties des systemes de régulation les
plus répandus. Toutes les cellules eucaryotes possédent différentes voies de
signalisation intracellulaire composées de MAP kinases qui répondent
spécifiguement a divers stimuli. Il existe trois principales familles de MAPK : ERK
ou p42/44 MAPK (extracellular signal-regulated kinase), les SAPK (stress activated
protein kinase) soit JNK (Jun NH2-terminal kinase) et p38 MAPK. Une quatrieme
famille de MAPK, moins connue, a aussi été identifiée et nommée BMK1 ou ERK5
(Big MAP kinase 1). Contrairement aux trois autres, la voie BMKT peut étre
activée autant par des facteurs de croissance que de stress. Ces familles
possédent chacune des fonctions biologiques différentes (Figure 7).
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Voie de
signalisation ~ p42/44 p38 JNK BMK
L Facteurs de Cytokines Facteurs de
Stimuli croissance inflammatoires croissance
Stress Stress

MAPKKs

MAPKs

Figure 7: Représentation schématique des voies MAPKs retrouvées chez les
mammiféres. Les principales familles de MAPKs : ERK ou p42/44 MAPK; p38 MAPK;
JNK ; BMK. Signification du code de couleurs : rouge, MAPKKSs; orange, MAPKSs; jaune,
kinases en aval; vert, facteurs de transcription ; bleu, protéines nucléosomales ; bleu
fonce, corégulateurs. (Image adaptée de Edmunds et coll., Journal of Cell Sciences, 2004.
117: 3715-23)

Ces différentes voies intracellulaires sont toutes composées d’un module de
MAP kinase lui-méme activé par une GTPase. Ce module est constitué de trois
niveaux de kinases successives et a pour but d’amplifier le signal, puisque la
transmission de celui-ci ne se fait pas vers une seule protéine, mais bien vers
plusieurs protéines (phénomeéne en forme de pyramide). Au premier niveau, on
retrouve les mitogen-activated-protein-kinase-kinase-kinases (MAPKKK) régulées
par une varieté d’activateurs et d’inhibiteurs. Puis, au second niveau, on retrouve
les MAPK-kinases (MKK ou MEK pour MAPK/ERK-kinases) phosphorylées par les
MAPKKK. Les MKKs possédent un motif conservé dans la boucle d’activation du
sous-domaine kinase VIII, ce qui leur confére un premier degré de sélectivité.
Enfin, au troisieme niveau, on retrouve les MAPKinases qui sont phosphorylées
par une kinase a double spécificité (Thr/Tyr), la MKK. Les MAPKs sont des
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sérines/thréonines kinases qui possédent également un motif, soit Thr-X-Tyr
conservé dans la boucle d’activation du sous-domaine kinase VIIi. L’identité du X
dans ce motif détermine 'appartenance a une des familles. Ainsi, le motif Thr-Gly-
Tyr fait référence aux kinases p38, le motif Thr-Glu-Tyr aux kinases ERK et le motif
Thr-Pro-Tyr aux kinases JNK (Figure 8).

Liaison d’une protéine activatrice,
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Figure 8 : Représentation schématique d’un module des MAPKs. La transmission du
signal au niveau intracellulaire se fait via la réaction de phosphorylation qui active la
protéine-kinase au premier niveau et transmet a la prochaine protéine-kinase d’un moduie
spécifique constitué de trois niveaux de kinases successifs. (Image adaptée de Kyriakis et
coll., Physiology review, 2001. 81: 807-869.)
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Les MAPKs peuvent étre activées par divers agonistes se liant a des

récepteurs a activité tyrosine kinase, a des récepteurs a4 sept domaines trans-
membranaires couplés aux protéines-G. Elles peuvent également étre activées
par les cytokines, ainsi que par des stress physiques ou chimiques. Les
différentes voies de signalisation intracellulaires régulent plusieurs effets, entre
autres, la prolifération et la migration cellulaire, I'apoptose, la transformation
oncogénique, linflammation et la réponse immune. La réponse a un stimulus
donné pourra varier selon le type et le contexte cellulaire. Les modules ont une
organisation spatiale et temporelle dans la cellule. Cependant, les voies MAPKs
ne sont ni rectilignes, ni hermétiques. Elles peuvent interagir avec d'autres voies
« paralléles », ce qui est connu sous le nom de cross-talk.

De maniére a étre précis et concis dans la description des MAPKs et de
leurs substrats, les prochaines sections porteront sur les protéines-kinases
d’intéréts pour notre étude.

1.4.3 p42/44 MAPK

La voie de signalisation Ras-Raf1-MEK1/2-p42/44, est une des voie les
mieux conservées au cours de I'évolution, ce qui explique gqu’elle soit impliquée
dans le maintien de plusieurs processus fondamentaux qui gouvernent la cellule
tels que la prolifération, la survie, la différenciation, I'apoptose, la motilité et le
métabolisme cellulaire ', Les isoformes p44 (Erk-1) et p42 (Erk-2), identiques a
83%, sont exprimées dans la majorité des tissus et cellules différenciées et dans
les tissus ou elles sont les plus abondantes, leur concentration ayant été estimée
entre 100-500 nM '®°, La voie ERK/MAPK est activée par une panoplie de stimuli
extracellulaires transmis aussi bien via les récepteurs a activité tyrosine kinase que
via les récepteurs transmembranaires couplés aux protéines G et les intégrines.
L’activation des récepteurs déclenche en cascade le module de signalisation Ras-
Raf-1-MEK-1/2-p42/44 '™, Plusieurs substrats ont ét¢ identifiés, dont les protéines
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kinases, p90rsk '7°, MSK1 "6, MNK1/2 7, MCLK (myosin light chain kinase)'™®
et FAK '°, la protéase calpaine ', la paxiline ®, ainsi que les nombreux facteurs
de transcription et protéines nucléaires.

1.4.4 p38 MAPK

La voie p38 est fortement activée par les stress (lumiére UV, choc
thermique et osmotique, stress oxydatif), les cytokines inflammatoires (TNF, IL-1,
LPS), et divers facteur de croissance comme le VEGF '®® '®2, | 'appellation SAPK2
(Stress activated protein kinase) se rapporte aux isoformes a et B de la protéine
p38. La famille inclut également les kinases p38y (SAPK3) et p385 (SAPK4). 'La
MAPK p38 est activée par deux MKKs, soit MKK3 et MKK6. MKK6 active toutes
les isoformes de p38, tandis que MKK3 active les isoformes a, y et 5. En amont, la
cascade compléte activant la p38 débute au niveau des MAPKKKs incluant la
MLKS, DLK et la TAK1, qui phosphorylent et activent la MKK3 et la MKKS6, qui a

leur tour phosphorylent et activent la p38 MAPK (pour revue voir Chen et coll.,
2001)"%°,

En genéral, la voie de signalisation p38 MAPK est impliquée dans la
réponse inflammatoire, I'hypertrophie des cardiomyocytes, la migration, la
différenciation cellulaire, I'induction de I'expression de cytokines et de molécules
d'adhérence et dans la régulation de I'apoptose '®°. Cette cascade d’activation
joue également un réle, de concert avec la kinase FAK, dans la migration des

cellules endothéliales induite par le VEGF, une étape importante de 'angiogenése
183
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1.4.5 MSK1: Mitogen-and stress-activated protein kinase

Récemment identifiée, la mitogen-and stress-activated protein kinase
(MSK1) et son isoforme la MSK2, sont deux sérine/thréonine protéines-kinases
identiques a 75% exprimées dans la majorité des tissus '"®. Les MSKs
appartiennent a la famille des AGC kinases dont fait partie la sous-famille des p90
ribosomal S6 kinase (RSK) caractérisées par la présence de deux domaines
kinases & Fintérieur d'un méme polypeptide '7® 8. La composition du domaine
kinase en N-terminale de la MSK1 est similaire & celui des membres de la famille
des AGC regroupant les protéines kinases (PK) PKA, protein kinase C-related
kinase (PRK) et PKG, tandis que la composition du domaine kinase en C-terminale
est homologue a celui de la famille des calmodulin-activated protein kinase
(CAMK) . Toutefois, les MSKs se distinguent des RSKs puisqu’elles ne sont pas
activées par la 3-phosphoinositide-dependent protein kinase 1 (PDK) '®. De plus,
dans la séquence protéique des MSKs, on retrouve la présence d'un signal
bipartite de localisation nucléaire qui n'a pas été conservé chez les RSKs. Il est a
noter que notre étude ne portera que sur la MSK1, bien que plusieurs des
caractéristiques décrites s'appliquent aux deux isoformes.

Tel que supposé par son nom, la MSK1 peut a la fois étre activée par la p38
MAPK, via des signaux de stress, tels que le phorbol ester 12-O-tetradeconyl-
phorbol-13-acetate (TPA), les rayons UV, le stress oxydatif et les cytokines
proinflammatoires et par la p42/44 MAPK, via une variété de signaux mitogéniques
extracellulaires incluant les facteurs de croissance '"® '87- 8 | 3 MSK1 peut donc
etre activée par deux des grandes voies classiques de la signalisation
intracellulaire, puisqu’elle posséde un domaine d’ancrage en position C-terminale a
Fextréemité de son domaine kinase et dont la séquence est spécifique pour la
liaison & la fois de la p38 et de la p42/44 MAPK '8
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La MSK1 posséde une structure particuliere composée de deux domaines

kinases, séparés par une région de liaison, un domaine hydrophobique et un site
d'ancrage, sur lesquels sont répartis plusieurs différents sites de phosphorylation.
Une récente étude a démontré que les résidus thréonine®® (Thr*®') et sérine®®
(Ser®) suivis de résidus proline, sont spécifiquement phosphorylés par les
MAPKs, tandis que les six autres résidus, soient les : Ser?'2, Ser®’®, Ser’®', Ser’™°,
Ser’® et Ser”® possédent la capacité de s'autophosphoryler '® (Figure 9). La
MSK1 se distingue aussi par un processus d'activation se déroulant par étapes,
decrit ci-dessous (notez que les sites de phosphorylation mentionnés dans la
description faite par le groupe de McCoy font référence a ceux retrouvés dans la
séquence humaine de la protéine MSK1).

Dans un premier temps, il y a recrutement de la p38 MAPK et/ou de la p42/44
MAPK, selon l'agoniste (1), ceux-ci vont spécifiquement phosphoryler les résidus
suivis de proline, soit la Thr*®' dans la boucle active du domaine kinase en C-
terminale et la Ser®® dans la région de liaison (2).

Par la suite, cet événement va activer le domaine kinase en C-terminale et mener
a l'autophosphorylation de la Ser®”® située dans le motif hydrophobique de la

région de liaison et induire un changement de conformation intramoléculaire (3).

Cette conformation va promouvoir la phosphorylation de la Ser?™2 dans la boucle
active du domaine kinase en N-terminale (4). ('autophosphorylation des résidus

Ser’®, Ser™, Ser® et Ser’™® se produit par la suite, mais n‘est pas trés bien
détaillée).

Finalement, ces différents événements ménent & l'activité kinase de la MSK1 ce

qui lui permet de phosphoryler ses substrats, par exemple le facteur de
transcription CREB (5).
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Différentes études mentionnent que lintégrale de ces événements induit
un changement de conformation de la MSK1 8% ce qui confére a F'enzyme sa
pleine activité catalytique. Il a été démontré par plusieurs groupes que I'activation
d'un seul des deux domaines kinases ne permet pas d'atteindre la pleine activité
catalytique de la MSK1, ce qui prévient la phosphorylation de son substrat CREB
(cAMP-element-response binding protein) '"® 19! 1% (Figure 9).

Domaine kinase ® Domaine kinase Site
N-terminale C-terminale ~ 9’ancrage
pour
MAPKSs

COX-2, IL1-B, IEG

Figure 9: Représentation schématique de la MSK1. Mécanismes d’activation en
seéquence de la MSK1. La phosphorylation induite par les MAPKs est représentée par un
cercle et 'autophosphorylation par un double cercle. (Image adaptée de Dunn et coll.,
Biochemistry of Cellular Biology, 2005. 83: 1-14)

Selon le type cellulaire et I'agoniste, I'activation par la voie p38 MAPK ou
par la voie p42/44 MAPK serait suffisante pour induire 'activation maximale de la
MSK1 '7°. Ceci peut s’expliquer par le fait que les MAPKs ont la particularité de
phosphoryler leurs substrats spécifiquement sur des résidus sérine ou thréonine
suivis de proline, les p38 et p42/44 MAPKs peuvent donc phosphoryler les mémes
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sites sur un substrat commun. Dans le cas de la MSK1, une récente étude a

démontré que c'est davantage la phosphorylation du résidu Thr*®' que celle du
résidu Ser®°
MSK1 '8,

qui est essentielle pour 'avenement de l'activité catalytique de la

En général, la MSK1 est localisée en permanence dans le noyau de
différents types cellulaires, de par la présence d'un signal bipartite de localisation
nucléaire dans la séquence protéique '°. La densité de la MSK1 dans le
compartiment nucléaire est de 12 a 30 fois plus élevée que dans le cytoplasme, et
ce, méme suite & une stimulation par un agoniste '’°. La localisation prédominante
de la MSK1 dans le noyau explique gu'une grande proportion des substrats
observés soient des facteurs de transcription. Toutefois, une récente étude a
démontré que la MSK1 est aussi retrouvée dans des granules enrichies en
cavéoline-3 1%,

La réponse inflammatoire induite par le VEGF active différents mécanismes
intracellulaires. La MSK1 est aussi impliguée dans certains processus
inflammatoires. Par exemple, la MSK1 phosphoryle la sous-unité p65 de NF-
kappaB et active I'expression d'une variété de génes impliqués dans la réponse

immune et inflammatoire '%*.

D’autre part, la phosphorylation de CREB par la
MSK1 permet sa liaison a la séquence CRE (cAMP-element-response) présente
dans le promoteur des génes IL-1B et COX-2, ce qui induit leur transcription et
meéne a la synthése de médiateurs inflammatoires %8, Par ailleurs, de plus en plus
d'études démontrent que la cPLA, serait un substrat de la MSK1 '3 195 1% menant
a la relache d'acide arachidonique, le principal substrat dans la synthése de
médiateurs inflammatoires. Comme les voies de signalisation de la p38 et de la
p42/44 MAPK régulent différentes activités biologiques et que la MSK1 est activée
par une variété d’agonistes qui activent ces deux voies, ses substrats seront donc
trés variés, ce qui lui attribue un réle au sein de plusieurs cascades d'activation
ayant différentes fonctions biologiques (Tableau ).
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Site(s) . . . cex
Substrat phosphorylé(s) Fonction ou lien proposé Références
CREB/ATF1 Ser'®/ Ser® Activation de l'activité Wiggin et al. 2002
sl 187, 197
transcriptionnelle Arthur et Cohen 2000
Histone H3  Ser'% Ser® Induction des immediate-early Thomson etal., 1999
genes (IEG): c-fos, c-jun, c-myc 198,
HMG-14 Ser®/ Ser”/ Ser?* 199 Solaga et al., 2003
Histone Ser' Inhibe la synthése d’ARN Zhang et al., 2004
H2A (traduction) 2%
ER81 Ser'®/ Ser?'® Régule la transcription induite par Janknecht 2003
2E0l1=i81 via la stimulation CBP/300
4E-BP1 Ser® Dissociation avec elF-4F, donc Liuetal., 2002
activation de la traduction 2%
STAT1 & Ser’?’ Activation de l'activité Zhang et al., 2004
LT 203,
STAT3 Ser™® transcriptionnelle Zhang et al., 2001
p65 NF-kB  Ser®™® Activation de I'activité Vermeulen et al.,
transcriptionnelle '%* 2003
cPLA; Ser’® Phosphorylation démontrée in vitro Hefner et al., 2000
par spectrométrie de masse %’
Synchronisation temporelle de
C Markou et al., 2003
Pactivité de la MSK1 et de la o oo
translocation de la cPLA; '%°
Translocation de la cPLA, dans Ait-Mamar et al., 2005
granules enrichies en caveéolines-3
et interaction avec MSK1'%
Akt (PKB)  Thr%/ Ser*’® Activation de Akt par UVB via Nomuraetal, 2001

MSK1 205
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1.5 Problématique

Les travaux du docteur Sirois et de son équipe ont permis de démontrer,
que laugmentation de la perméabilité vasculaire induite par le VEGF-Aigs
nécessitait la synthése du PAF par les cellules endothéliales "°. Cet énoncé est
supporté par la capacité des cellules endothéliales & induire la synthése de PAF
suite a une stimulation au VEGF-Ass. Au cours des derniéres années, notre
laboratoire a démontré que cette synthése résultait de I'activation du complexe
VEGFR-2/NRP-1, de méme que celle des voies p42/44 et p38 MAPKs '5. La
synthése du PAF induite par le VEGF dans les cellules endothéliales, se fait via la
voie de remodelage des phospholipides qui nécessite I'activation spécifique la
sPLA>-V % initiant la conversion des phospholipides en lyso-PAF ainsi que
I'activation de la lyso-PAF-AT qui acétyle le lyso-PAF pour former le PAF. Bien que
les enzymes responsables de la voie de remodelage des phospholipides aient été
identifiées, leur régulation dans les cellules endothéliales est encore inconnue.

Comme lactivation des MAPKs est nécessaire a l'induction de la synthése
du PAF et que I'enzyme lyso-PAF AT est activée par la p38 MAPK '®' nous
supposons que les MAPKs pourraient activer directement ou indirectement la
sPLA2-V. Toutefois, les mécanismes intracellulaires en aval des MAPKs, qui
régulent 'activation de la sPLA.-V menant a la synthése de PAF, sont inconnus.
Ainsi, nous avons émis 'hypothése que la MSK1, une enzyme dont I'activation par
les p38 et p42/44 MAPKSs est rapide et transitoire "6, pourrait étre impliquée dans

la signalisation intracellulaire menant a la synthése de PAF induite par le VEGF-
Ases.
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1.6 But du travail de recherche

L'identification des enzymes présentes dans la voie de signalisation menant
a la synthése du PAF induite par le VEGF-A4¢s5 et des interactions protéiques entre
les MAPKs et la sPLA,-V, apportera une plus grande compréhension des
événements gouvernant leur régulation. La MSK1 est une enzyme intéressante a
notre étude, puisqu’'elle possede un profil d’activation qui est rapide et transitoire,
suite a I'activation de la p38 et/ou de la p42/44 selon I'agoniste. De plus, comme le
VEGF a la capacité d'activer la MSK1, nous avons donc voulu déterminer si cette
kinase pouvait étre impliquée dans la signalisation menant a la synthése du PAF
induite par le VEGF-Ags.

Nous avons tout d'abord confirmé la présence et la phosphorylation de la
MSK1 par le VEGF-Ass dans notre modele de cellules endothéliales d’aorte
bovine (BAEC). Ensuite, de maniere a vérifier son implication dans la voie de
signalisation menant a la synthése de PAF par le VEGF-A4g5, NOus avons analysé
la présence des protéines précipitant avec la MSK1. Afin d’évaluer le réle de la
MSK1 au niveau des différentes interactions protéiques détectées, nous avons
effectué des transfections stables de BAEC exprimant la forme sauvage de la
MSK1 (MSK1-WT) ou des formes mutées inactivant chacun des domaines kinases
(mutation de Pacide aminé 195 en N-terminale (MSK1-D195A) et mutation de
lacide aminé 565 en C-terminale (MSK1-D565A)). Suite a la caractérisation des
différents clones confirmant l'inactivation de leur domaine kinase, nous avons de
nouveau analysé la présence des protéines précipitant avec la MSK1 et nous
avons quantifi¢ la synthése de PAF induite par le VEGF-As. Les résultats
obtenus démontrent le réle essentiel du domaine kinase en C-terminale de la
MSK1 dans I'interaction constitutive avec la sPLA2-V qui est déterminante dans les
événements menant a la synthése du PAF induite par le VEGF-Aqgs.
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2.1 Summary

Vascular endothelial growth factor (VEGF) inflammatory effects require acute
platelet-activating factor (PAF) synthesis by endothelial cells (EC). We previously
reported that VEGF-mediated PAF synthesis involves the activation of VEGF
receptor-2/Neuropilin-1 complex, which is leading to the activation of p38 and
p42/44 mitogen-activated protein kinases (MAPKs) and group V secretory
phospholipase Az (sPLA.-V). As the mechanisms regulating sPLA.-V remain
unknown, we addressed the role of the mitogen- and stress-activated protein
kinase-1 (MSK1), which can be rapidly and transiently activated by p38 or p42/44
MAPKs. In native bovine aortic endothelial cells (BAEC), we observed a
constitutive protein interaction of MSK1 with p38, p42/44 MAPKs and sPLA,-V.
These protein interactions were maintained in BAEC transfected either with the
empty vector pCDNAS3.1, wild-type MSK1 (MSK1-WT) or N-terminal dead kinase
MSK1 mutant (MSK1-D195A). However, in BAEC expressing C-terminal dead
kinase MSK1 mutant (MSK1-D565A), the interaction between MSK1 and sPLA,-V
was reduced by 82% and 90% under basal and VEGF-treated conditions as
compared to native BAEC. Treatment with VEGF for 15 minutes increased basal
PAF synthesis in native BAEC, pCDNAS.1, MSK1-WT and MSK1-D195A by 166%,
139%, 125% and 82% respectively. In contrast, PAF synthesis was prevented in
cells expressing MSK1-D565A mutant. These results demonstrate the essential
role of the C-terminal domain of MSK1 for its constitutive interaction with sSPLA-V,
which appears essential to support VEGF-mediated PAF synthesis.
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2.2 Introduction

Pathological angiogenesis is associated with many inflammatory conditions such
as atherosclerosis, cancer, rheumatoid arthritis, psoriasis, and proliferative
retinopathies (Neufeld et al., 1999). Different studies have shown that
inflammation exists in a mutually dependent association with angiogenesis (Ferrara
and Davis-Smyth, 1997; Forsythe et al., 1996). Vascular endothelial growth factor
(VEGF) is one of the most potent angiogenic molecule displaying strong
inflammatory properties (Connolly et al., 1989; Dvorak et al., 1995). We have
previously demonstrated that the acute increase in vascular permeability produced
by VEGF is mediated through the synthesis of a powerful phospholipid
inflammatory mediator, platelet-activating factor (PAF) by the endothelium (Sirois
and Edelman, 1997). Since then, it has been shown that PAF is involved in
pathological angiogenesis and promotes VEGF angiogenic activity (Bussolino and
Camussi, 1995; Montrucchio et al., 2000). PAF is synthesized either by the
remodeling or by the de novo pathway. The remodeling pathway is the principal
mechanism leading to PAF synthesis when endothelial cells (EC) are stimulated by
proinflammatory mediators. Briefly, membrane phospholipids are hydrolyzed and
converted into lyso-PAF by phospholipase A, (PLAz) and subsequently acetylated
by acetyl-CoA: lyso-PAF acetyltransferase (lyso-PAF AT) into PAF (Bussolino and
Camussi, 1995; Snyder et al., 1996).

Ongoing studies in our laboratory have investigated the cell signaling
mechanisms leading to endothelial PAF synthesis following VEGF stimulation. We
reported that activation of VEGF receptor-2/neuropilin-1 complex (VEGFR-
2/NRP1) by VEGF promotes the intracellular activation of both p38 and p42/44
mitogen-activated protein kinases (MAPKs), as well as group V secretory
phospholipase A, (sPLA2-V), which together, are essential to endothelial PAF
synthesis (Bernatchez et al., 2001; Bernatchez et al., 2002; Bernatchez et al.,
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1999; Bernatchez et al., 2001). However, the intracellular mechanism following
the activation of both p38 and p42/44 MAPK pathways and the relation with the
newly identified sPLA>-V are unknown. To further elucidate the interactions
between these three key enzymes, we sought to investigate the role of a kinase
downstream to the p38 and p42/44 MAPK pathways: the mitogen- and stress-
activated protein kinase-1 (MSK1).

As implied by its name, MSK1 is activated by a variety of extracellular
signals including phorbol esters and growth factors through p42/44 MAPK
activation, and by stimuli such as UV radiation, and proinflammatory cytokines
through p38 MAPK activation (Deak et al., 1998; Dunn et al., 2005). MSK1
belongs to the RSK protein kinase family, characterized by two kinase domains,
joined by a short linker region, in a single polypeptide (Deak et al., 1998; Pierrat et
al., 1998). The N-terminal kinase domain of MSK1 is similar to that of members of
the AGC family of protein kinases (PK) including PKA, PKC and PKG, whereas the
C-terminal kinase domain is homologous to the calmodulin-activated protein kinase
family (Frodin et al., 2002). This particular protein structure implies a complex
regulation occurring in a sequential manner, which is a rate-limiting step. MSK1 is
regulated by multiple phosphorylation sites and its activation requires a specific
docking site for p38 and p42/44 MAPKs localized at the C-terminal end (McCoy et
al., 2005). Depending on the agonist, activation of p38 or p42/44 MAPKs leads to
a first series of MSK1 phosphorylation, activating the C-terminal kinase domain
and leading to subsequent autophosphorylation of N-terminal kinase domain (Dunn
et al.,, 2005; McCoy et al., 2005). Together, these events allow the full catalytic
activity of MSK1 needed for downstream substrate phosphorylation. In addition,
since MSK1 can be activated upon stimulation of endothelial cells with VEGF
(Mayo et al., 2001), and that MSK1 can promote the phosphorylation of cytosolic
phospholipase A, (cPLA,) (Hefner et al., 2000), we were led to suggest that MSK1
might be involved in VEGF-mediated PAF synthesis.
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In this study, we investigated the role of MSK1 in the signal transduction
pathway leading to endothelial PAF synthesis induced by stimulation with VEGF.
We report a constitutive protein interaction between MSK1 and sPLAz-V, which
appears to be specific to the C-terminal kinase domain of MSK1 and essential to
VEGF-mediated PAF synthesis.
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2.3 Material & Methods

Chemicals

All chemicals were purchased from Sigma (St-Louis, MO) or J.T. Baker
(Philipsburg, NJ). Human VEGF-Aes (referred as VEGF) was purchased from
PeproTech (Rocky Hill, NJ). SB203580 and PD98059 were purchased from
Calbiochem (La Jolla, CA).

Cell culture

Bovine aortic endothelial cells (BAEC) were isolated from freshly harvested aortas,
cultured in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM; Invitrogen, Pickering, ON.
Canada) supplemented with 5% fetal bovine serum (FBS; Medicorp Inc., Montreal,
QC. Canada), and 1% antibiotics, penicillin and streptomycin (Invitrogen). BAEC
were characterized by their cobblestone monolayer morphology and were
maintained until passage 12.

Vector constructions

cDNA encoding wild-type MSK1 (MSK1-WT), its N-terminal kinase-dead domain
mutant (D195A) and the C-terminal kinase-dead domain mutant (D565A) cloned in
pCMV5-FLAG were developed by Drs. Maria Deak and Dario Alessi (Deak et al.,
1998) and purchased from University of Dundee, UK. Plasmids were purified and
WT or mutants Flag-MSK1 cDNA fragments were recovered by EcoRI — Xbal
digestion and subcloned into pCDNA3.1 vector (Invitrogen). Plasmids were
amplified using the EndoFree plasmid Maxi kit as described by the manufacturer
(Qiagen, Mississauga, ON, Canada).
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Stable transfections

BAEC were transfected either with the empty pCDNA3.1 plasmid, or with one of
the expression vectors (MSK1-WT, MSK1-D195A, MSK1-D565A) using Lipofectin
transfection reagent (Invitrogen), under the conditions described by the
manufacturer. Transfected cells having integrated the plasmid, which contains
neomycin gene resistance, were selected upon a treatment with preestablished
G418 concentration (500 pg/mL; Geneticin; Invitrogen), and the cells cloned by a
limiting dilution method.

RT-PCR

Total RNAs were isolated using the RNeasy extraction kit (Qiagen). One
microgram (pg) of total RNAs was reverse transcribed using random hexamers énd
the MMLV reverse transcriptase (Invitrogen) as described by the manufacturer.
The PCR reactions were performed as follows: cDNAs were denatured (94°C for 5
minutes), submitted to 33 cycles of amplification (94°C for 45 seconds, primer
annealing 50°C for 1 minute and 72°C for 1 minute) and to a final elongation (72°C
for 10 minutes). FLAG-MSK1 cDNA was amplified using a forward primer
generated against the FLAG DYKDDDDK epitope (5'-
GGACTACAAGGACGACGATGAC-3") and a reverse primer specific for human
MSK1 (5'-CCCCAACTTGTGGAGATGTTC-3'). Ampilification of bovine B-actin was
used as a positive control for cDNA quality using the following primers: forward 5'-
CTCGTGGTCGACAACGGC-3' and reverse 5-CTTCTCACGGTTGGCCTTG-3".

Immunoprecipitation and Western blot analysis of MSK1 phosphorylation

Confluent BAEC (100 mm tissue culture plate) were serum starved for 18 hours in
DMEM, then stimulated with VEGF (1 nM) for various periods of time. In another
set of experiments, BAEC were pretreated with p38 MAPK inhibitor (SB203580)
or/and MEK inhibitor (PD98059), 20 minutes prior to stimulation with VEGF (1 nM,
15 minutes). After stimulation, cells were rinsed with ice-cold DMEM containing



55
NazVO,4 (1 mM) and lysed with ice-cold RIPA lysis buffer (NP-40 1%, sodium
phosphate 50 mM: pH 7.2, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, NaF 50 mM, SDS 0.1%,
sodium deoxycholate 0.5%, PMSF 1 mM, benzamidine 10 mg/mL, leupeptin 5
mg/mL, trypsin inhibitor 5 mg/mL and microcystin LR 1 mM). Cell lysate was
clarified by centrifugation, and supernatant protein concentration determined using
a protein assay kit (Bio-Rad, Hercules, CA). Total proteins (1.2 mg) were
immunoprecipitated with a goat polyclonal anti-human MSK1 IgG (Santa Cruz
Biotechnologies, Santa Cruz, CA) coupled to protein G-coated sepharose beads
(Amersham Pharmacia Biotech, Upsala, Sweden), separated on a 10% SDS-
PAGE and transblotted onto a PVDF membrane (Milipore, Bedford, MA).
Membranes were blocked in TTBS containing 5% BSA for 1 hour at room
temperature, probed with three independent rabbit polyclonal anti-human phospho-
MSK1 (Ser’®), (Ser®) or (Thr®®") I1gGs (dilution 1:500; New England Biolabs,
Pickering, ON, Canada) overnight, and incubated with a secondary goat anti-rabbit
IgG coupled to horseradish peroxidase. Afterward, membranes were stripped and
reprobed with a rabbit polyclonal anti-human MSK1 IgG (dilution 1:1 000) to
visualize corresponding total protein expression. Immunoreactive bands were
visualized using LumiGlo™ (New England Biolabs). The density of the bands was
determined using Quantity One software (Bio-Rad, Mississauga, ON, Canada).

Western blot analysis of MSK1-interacting proteins

Confluent native and transfected BAEC were treated as described above and
stimulated with VEGF (1 nM, 15 minutes). MSK1 precipitation samples and SDS-
PAGE were performed as described above to detect the proteins interacting with
MSK1. The immunoblots were analyzed in parallel with the respective antibodies:
rabbit polyclonal anti-human MSK1 IgG (dilution 1:500; Sigma), rabbit polyclonal
anti-mouse p38 MAPK IgG (1:1 000; Santa Cruz Biotechnologies), rabbit
polyclonal anti-rat p42/44 MAPK IgG (1:1 000; New England Biolabs) and mouse
monoclonal anti-human sPLA.-V IgG (1:300; Cayman, Ann Arbor, Mi). Blots were
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then treated with secondary peroxidase-conjugated goat anti-rabbit (1:5 000) or
anti-mouse (1:1 000) IgGs.

Western blot analysis of CREB phosphorylation

Confluent native and transfected BAEC were stimulated with VEGF (1 nM, 15
minutes). Supernatant proteins were prepared as described above and 75 pg of
total proteins were used for Western blotting. The immunoblots were analyzed
with a rabbit polyclonal anti-human phospho-CREB (Ser'®) IgG (dilution 1: 500;
New England Biolabs). Membranes were subsequently stripped and reprobed with
a rabbit polyclonal anti-human CREB (dilution 1:1 000; New Engl