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Résumé

Certains antihypertenseurs, en plus d’abaisser la tension artérielle, peuvent corriger
le remodelage cardiovasculaire pathologique. Chez le rat spontanément hypertendu, les
inhibiteurs de I’enzyme de conversion de I’angiotensine (énalapril) et les antagonistes AT,
(valsartan) générent, lors de la phase précoce de régression de I’hypertrophie, une vague de
mort cellulaire par apoptose dans les cellules de muscle lisse (CML) aortiques et dans les
fibroblastes cardiaques. Cependant, le type cellulaire cardiaque ciblé par les bloqueurs
calciques (amlodipine), tout comme les mécanismes de I’apoptose transitoire déclenchée
par ces trois traitements réduisant la tension artérielle par des voies distinctes, demeurent
mal définis. L’objectif de cette thése consistait donc a caractériser les voies moléculaires
orchestrant I’apoptose initiée par des médicaments provenant de ces trois classes, tout en
déterminant le role de cette apoptose dans la correction du remodelage hypertensif. Dans
’aorte, I’énalapril a augmenté transitoirement 1’expression fonctionnelle du récepteur B,
des kinines, en corrélation temporelle avec 1’apparition de noyaux apoptotiques dans la
média. Le blocage de ce récepteur inductible a complétement prévenu 1’apoptose de CML
initiée par I’énalapril, tandis qu’un antagoniste du récepteur B, constitutif n’a pas modulé
cette réponse. L’apoptose vasculaire déclenchée par le valsartan (associée a I’activation des
récepteurs AT, lors d’études antérieures) et par I’amlodipine (associée & la voie extrinséque
via caspase-8), a également été relayée par le récepteur B,. De plus, cette apoptose a
contribué a la moitié de I’action anti-hypertrophique vasculaire, sans égard a
’antihypertenseur étudié. Dans le coeur, I’amlodipine a corrigé I’hyperplasie des non-
cardiomyocytes par apoptose en ciblant spécifiquement les fibroblastes interstitiels lors de
Iinitiation de la régression de I’hypertrophie ventriculaire gauche, bien avant la réduction
de la taille des cardiomyocytes. Finalement, le blocage des récepteurs des kinines n’a pas
modulé I’apoptose cardiaque dans notre modéle. L’élucidation des voies moléculaires
impliquées dans la réponse apoptotique, notamment le récepteur B, des kinines, ainsi que la
reconnaissance du rble de cette apoptose dans la correction de I’hypertrophie
cardiovasculaire, offrent une meilleure compréhension des mécanismes sous-jacents aux
effets bénéfiques des antihypertenseurs offrant généralement un meilleur pronostic

concernant la morbidité et la mortalité cardiovasculaires.
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Abstract

Some antihypertensive drugs, independently of blood pressure lowering, can reduce
pathological cardiovascular remodeling. In the spontaneously hypertensive rat, angiotensin
converting enzyme inhibitors (enalapril) and AT, receptors antagonists (valsartan)
stimulate, at the onset of hypertrophy regression, a wave of aortic smooth muscle cells
(SMC) and cardiac fibroblasts deletion by apoptosis. However, the cardiac cell type
targeted by calcium channel blockers (amlodipine), and the mechanisms of this transient
cardiovascular apoptosis initiated by members of those three classes of antihypertensive
drugs, which lower blood pressure by distinct mechanisms, remain incompletely defined.
The aim of this thesis was to define the molecular pathways involved in the apoptosis
initiated by different classes of antihypertensive drugs, along with the investigation of the
role played by this apoptosis in regard of the reversal of the structural hypertensive
remodeling. In the aorta, enalapril transiently increased functional kinin B; receptor
expression in temporal correlation with the presence of apoptotic nuclei in the media. SMC
apoptosis with enalapril was completely prevented by blocking this inducible receptor,
while blocking the constitutive kinin B, receptor did not modulate apoptosis. Vascular
apoptosis triggered by valsartan (previously associated to AT, receptor activation) and by
amlodipine (associated to the extrinsic pathway via caspase-8) also involved kinin B,
receptor. Furthermore, this apoptosis contributed to half of the vascular anti-hypertrophic
action, without regards to the studied antihypertensive drug. In the heart, amlodipine
reduced non-cardiomyocytes hyperplasia by selectively eliminating interstitial fibroblasts
by apoptosis in temporal correlation with the onset of left ventricular hypertrophy
regression and well before the reduction of cardiomyocytes size. Finally, kinin receptors
blockers did not affect cardiac apoptosis in our model. The elucidation of the molecular
pathways involved in the apoptotic response, notably the kinin B, receptor, as well as the
recognition of the role played by apoptosis in the reversal of cardiovascular hypertrophy,
give a better understanding of the mechanisms underlying the beneficial actions of
antihypertensive drugs that usually give a better prognostic regarding cardiovascular

morbidity and mortality.
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CHAPITRE 1 - Introduction



1.1 L’hypertension artérielle

1.1.1 Définition, prévalence et étiologie de I’hypertension artérielle

Les maladies cardiovasculaires représentent la plus importante cause de décés dans
les pays industrialisés et I’hypertension artérielle demeure le facteur de risque
cardiovasculaire le plus fréquent, quoique modifiable. L’hypertension artérielle a été
identifiée en tant que facteur de risque principal de mortalité (toutes causes confondues,
plus de 7 millions de déceés par an) et classée troisiéme en tant que facteur de morbidité
ajustée pour la durée de vie (He & Whelton, 1997; Kearney et al., 2005), malgré les

avancées spectaculaires dans la compréhension de sa pathophysiologie.

En effet, dans les années 1930-40, I’hypertension artérielle était per¢cue comme
essentielle pour forcer le passage du sang a travers les vaisseaux sclérosés afin de maintenir
la perfusion des organes vitaux. Bref, il ne fallait pas atténuer ce mécanisme
compensatoire et cette vision précipita la mort du Président Roosevelt victime d’une
hémorragie cérébrale (tension artérielle supérieure a 300/190 mm Hg et systolique
supérieure & 200 mm Hg pendant prés d’un an avant sa mort) (Messerli, 1995). L’étude
Framingham a changé la donne en montrant que chaque augmentation de 10 mm Hg a
partir de 100/60 mm Hg correspondait & une réduction de la survie suite 4 un événement
cardiovasculaire néfaste (Gifford, Jr., 1980). En 2002, une méta-analyse regroupant plus
d’un million d’adultes a popularisé la régle du 20/10 : chaque hausse de tension artérielle
de 20/10 mm Hg a partir de 115/75 mm Hg double le risque de mortalité cardiovasculaire
(Lewington et al., 2002). Cette méme étude a confirmé que méme une mince atténuation de
la tension systolique réduit le risque de mortalité d’une maladie cardiaque ischémique et le
risque d’accident vasculaire cérébral (AVC). En plus d’affecter le cceur et le cerveau, une
tension artérielle chroniquement élevée entraine d’autres perturbations dans la

microcirculation conduisant a la rétinopathie et a des néphropathies (insuffisance rénale).

Présentement, I’hypertension artérielle se répartit en cing stades : normal (120 a
129/80 a 84 mm Hg), normal/élevé (130 a 139/85 4 89), stade 1 (140 & 159/90 4 99), stade 2
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(160 a 179/100 a 109) et stade 3 (supérieur & 180/110). Le niveau de risque associé a
chaque stade varie selon la présence de facteurs de risque additionnels, d’atteinte des
organes cibles ou de diabéte. Au Canada, 21% de la population présente une tension
artérielle supérieure ou égale 4 140/90 mm Hg et seulement 13% de ces patients
hypertendus sont traités et controlés adéquatement (Joffres ef al., 2001). L’analyse des
données existantes provenant du monde entier révéle qu’en 2000, 26% de la population
adulte mondiale était hypertendue et que ce pourcentage grimpera possiblement a 29% en
2025 (Kearney et al., 2005).

L’hypertension essentielle, ne se développant pas en réponse a une pathologie sous-
jacente telle qu’une insuffisance rénale, un phéochromocytome ou un hyperaldostéronisme
par opposition & I’hypertension secondaire, compte pour plus de 90% de tous les cas
d’hypertension artérielle. Elle est le résultat direct d’altérations des mécanismes normaux
de controle de la tension artérielle, causées par I’interaction entre de multiples facteurs
génétiques et environnementaux. Les facteurs prédisposant au développement de
Ihypertension artérielle incluent entre autres une histoire familiale d’hypertension
(composante de susceptibilité génétique), I’obésité, la résistance a I’insuline, le stress, le
tabagisme et la consommation élevée d’alcool. Les analyses récentes confirment aussi la
stratification de la prévalence de 1’hypertension selon le sexe (plus élevée chez les hommes
avant 55 ans et plus élevée chez les femmes parmi les personnes agées), 1’dge (plus élevée
en vieillissant), la race (ex: plus élevée dans la population noire) et le niveau de

développement économique du pays (plus élevée dans les pays développés) (Kearney et al.,
2005).

Outre la bréve description ci-dessus de I’hypertension essentielle, la mise en
contexte de cette thése abordera 1) les mécanismes de contrdle de la pression sanguine et le
traitement de I’hypertension artérielle, 2) le fonctionnement et les roles des systémes
rénine-angiotensine et kallikréine-kinines, 3) le calcium et son implication dans
I’hypertension artérielle, 4) les atteintes des organes cibles dans I’hypertension artérielle et
leur modulation pharmacologique et 5) le role de I’apoptose dans le développement et le

traitement de la pathologie hypertensive.



1.1.2 Mécanismes de controle de la tension artérielle

L’interaction entre les facteurs génétiques et environnementaux cités plus haut
produit de nombreux phénotypes intermédiaires présentant un déréglement, par exemple, de
’activité du systéme nerveux sympathique, du systéme rénine-angiotensine-aldostérone et
de facteurs endothéliaux, qui a leur tour influencent I’excrétion de sodium, la réactivité
vasculaire, la contractilit¢ cardiaque, etc. Ces paramétres modifient la résistance
périphérique totale et le débit cardiaque, soit les déterminants fondamentaux de la pression

sanguine (Oparil et al., 2003).

1.1.2.1 Hémodynamie de la tension artérielle

Les résistances vasculaires périphériques représentent les résistances que les
vaisseaux sanguins systémiques opposent a 1’écoulement du sang. Elles se déterminent
principalement par le calibre des petites artéres et des artérioles. En effet, de faibles
modifications du diametre de ces vaisseaux influencent grandement les résistances puisque
celles-ci sont inversement proportionnelles a la puissance quatriéme du rayon vasculaire.
Dans I’hypertension artérielle, 1’état contractile du muscle lisse et le remodelage des petits

vaisseaux autour d’une lumiere réduite contribuent a accroitre les résistances périphériques.

Le débit cardiaque, soit la quantité de sang propulsée par le coeur par unité de
temps, est fonction de la fréquence (rythme) cardiaque et du volume d’éjection systolique.
Cette fonction de pompage du ventricule gauche dépend donc de plusieurs facteurs incluant
la pré-charge (ou volume ventriculaire gauche a la fin de la diastole, influencé directement

par le volume sanguin), I’état contractile du muscle ventriculaire et la post-charge.

D’autres facteurs, tels que le caractére du flot (turbulent ou laminaire), la
compliance des gros troncs (leur élasticité/rigidité) et la viscosité du sang complexifient

cette vision simplifiée de la tension systolique et diastolique.



1.1.2.2 Systémes nerveux central et autonome

La modulation nerveuse de la tension artérielle débute au niveau du systéme
nerveux central (SNC). En contrdlant I’activité du systéme nerveux autonome (SNA) et le
relaichement d’hormones, le SNC permet une adaptation rapide de la tension artérielle et de

la fréquence cardiaque afin de maintenir I’homéostasie cardiovasculaire.

Le contrdle du SNA s’effectue a I’aide des réflexes des barorécepteurs et des
chémorécepteurs qui stimulent ou inhibent la décharge sympathique et/ou parasympathique.
Au niveau des barorécepteurs, lorsqu’une baisse de pression survient, ils émettent plus
lentement leurs influx nerveux, entrainant une réduction de la stimulation parasympathique
cardiaque et une augmentation de la stimulation sympathique associée a la relache
d’adrénaline et de noradrénaline. A I’inverse, une augmentation soudaine de pression
détectée par les barorécepteurs tend a augmenter la stimulation parasympathique et
diminuer la stimulation sympathique de fagon a réduire la fréquence cardiaque, la force de
contraction du cceur ainst que la résistance périphérique. Au niveau de chémorécepteurs,
lorsqu’ils détectent une variation de la concentration sanguine en O,, CO; et ions H', une
modification de la réponse sympathique s’ensuit. Une activité accrue du systéme nerveux
sympathique contribue au développement et au maintien de I’hypertension artérielle en
agissant sur le cceur, le réseau vasculaire périphérique et les reins de fagon a accroitre le
débit cardiaque, la résistance vasculaire et la rétention de fluides (de Champlain, 1977). Les
mécanismes expliquant I’activité sympathique accrue dans I’hypertension artérielle sont
complexes et incluent le réajustement des barorécepteurs a une pression plus élevée, le
réajustement central des baroréflexes supprimant I’inhibition sympathique normalement
observée aprés une stimulation nerveuse des barorécepteurs (Chapleau et al., 1988) ainsi

que des chémoréflexes exagérés.

1.1.2.3 Facteurs humoraux

Parmi les facteurs neuro-humoraux dont la relache est stimulée par le SNC, certains

participent au contrdle de la tension artérielle. Ainsi, I’adrénaline et la noradrénaline

accélerent la fréquence cardiaque, augmentent la force de contraction du cceur et

provoquent une vasoconstriction des artérioles de la peau et de I’abdomen, ce qui augmente
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les résistances périphériques. D’autre part, des hormones circulantes et des substances
vasoactives locales participent a la modulation de la pression artérielle s’échelonnant sur

une plus longue période. Par exemple, I’hormone antidiurétique (vasopressine), produite

par I’hypothalamus, favorise la vasoconstriction ainsi que I’augmentation du volume
circulant via la rétention d’eau, contribuant a 1’élévation de la tension artérielle.

L’endothéline (ET-1), quant a elle, constitue un puissant vasoconstricteur produit

localement dans la paroi vasculaire par les cellules endothéliales (Yanagisawa et al., 1988)
dont I’induction du géne survient en réponse a I’angiotensine II (Ang II), a I’ischémie ou

autre stress mécanique dans la paroi vasculaire. A 1’opposé, le peptide natriurétique

auriculaire (ANP) produit et libéré par les myocytes auriculaires, abaisse la tension
artérielle en situation d’hypervolémie en favorisant entre autres la sécrétion et I’excrétion

rénale de sodium.

Un déséquilibre de certains facteurs humoraux, particuliérement au niveau du
systtme rénine-angiotensine, joue un role déterminant dans le développement de
I’hypertension artérielle. Une description détaillée de certaines composantes de ce systéme
ainsi que la définition de leurs implications et mécanismes par rapport au sujet de cette
theése compléteront a la section 1.2.1 la définition sommaire du systéme rénine-angiotensine

suivante.

1.1.2.3.1 Systeme rénine-angiotensine-aldostérone

Le systtme rénine-angiotensine (SRA) consiste en une cascade hormonale
culminant avec la production du principal effecteur de ce systéme, 1I’Ang II, qui déclenche
des réponses multiples. Cet octapeptide est impliqué a la fois dans le remodelage structural
du systéme cardiovasculaire, en raison de ses diverses actions sur la croissance cellulaire, et
dans la hausse de la tension artérielle, de par ses effets vasoconstricteurs directs, son effet
stimulateur sur la relache de catécholamines augmentant le tonus sympathique ainsi que sa
stimulation de la reldche d’aldostérone par les surrénales favorisant la rétention hydro-
sodée. De plus, des réponses pro-inflammatoires et pro-coagulantes sont attribuées a I’ Ang
I. Par ailleurs, le role de I’aldostérone dans I’insuffisance cardiaque a pu étre clairement

mis en évidence lors de I’étude RALES (Pitt et al., 1999).



Le SRA se distribue entre le sang circulant (SRA classique endocrinien) et I’espace
péricellulaire de 1’interstitium cellulaire (SRA tissulaire). La cascade biochimique classique
débute par la biosynthése d’une glycoprotéine enzymatique, la rénine, dans les cellules
juxtaglomérulaires rénales, a partir de la préprorénine. La relache de rénine par exocytose
dans le plasma lui permet de rencontrer son substrat, soit 1’angiotensinogene (AGT)
synthétisé majoritairement par le foie et seul précurseur connu des peptides de la famille de
I’angiotensine. La rénine clive donc I’AGT en Ang 1. Une autre glycoprotéine, I’enzyme de
conversion de I’angiotensine (ECA), hydrolyse 1’Ang I inactive en Ang II biologiquement
active. Cette ECA existe sous deux formes somatiques, soit soluble ou fixée a la membrane
plasmique de diverses cellules, dont celles tapissant les vaisseaux sanguins. Une forme
germinale de I’ECA existe, mais ne sera pas présentée plus en détails dans cette thése. La
grande majorité des actions attribuées a I’Ang II sont relayées par son récepteur de type 1
(AT)), un récepteur a sept passages transmembranaires couplé aux protéines G hétéro-
trimériques (RCPQG). Les effets de 1’Ang II relayés par son récepteur de type 2 (AT>),
principalement impliqué dans I’embryogéneése et ré-exprimé dans des tissus en remodelage,
tendent parfois a s’opposer aux effets produits via le récepteur AT, mais de fagon
inefficace étant donné son expression restreinte chez I’adulte. Contrairement a la rénine et a
I’AGT qui ont de longues demi-vies plasmatiques leur permettant de voyager, I’Ang II
n’agit que localement en raison de sa dégradation en quelques secondes par des
angiotensinases. La dégradation de I’ Ang Il produit des fragments inactifs et d’autres actifs,

dont I’Ang III, I’Ang IV (fragment 3-8) et I’Ang (1-7).

Ce systeme a récemment €té complexifié par de nombreuses découvertes (Carey &
Siragy, 2003). Briévement, un récepteur spécifique pour la prorénine/rénine a été cloné,
suggérant une action de la rénine indépendante de son activité protéolytique sur ’AGT
(Nguyen et al., 2002). Un homologue de I’ECA, ’ECA2, qui transforme entre autres 1’ Ang
I en Ang (1-7) a été cloné (Donoghue et al, 2000; Turner et al., 2002), mais le role
physiologique précis de cette enzyme demeure a 1’étude, tout comme la réelle portée de
’action de I’Ang (1-7) sur son récepteur Mas (Santos et al., 2003). De plus, I’identification
d’une cascade signalétique reposant sur la phosphorylation de la queue C-terminale

intracellulaire de I’ECA suite a la liaison d’un inhibiteur de ’ECA remet en question les



mécanismes d’actions des effets bénéfiques des inhibiteurs de I’ECA (Fleming, 2006). La

figure 1 résume le SRA tel qu’il est présentement connu.

Angiotensine
(Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-F

Récepteur
de la
(projrénine

Endopeptidases

Aminopeptisase A ECA 2

Aminopeptisase N

\
R %

Récepteur Récepteur
AT, Mas

Figure 1. Voies de formation des peptides angiotensines et composantes nouvellement
identifiées du systéme rénine-angiotensine.

Les lignes pointillées indiquent la liaison a un récepteur. Les principales enzymes sont
indiquées et les actions relayées par la stimulation des récepteurs de I’angiotensine sont
décrites a la section 1.2.1. D’autres facteurs modulant le SRA sont introduits dans le texte,
notamment en ce qui concerne les voies alternatives de formation de I’angiotensine II.

1.1.2.3.2 Lien SRA et systéme kallicréines — kinines

Le SRA se connecte au systéme des kinines au niveau de ’ECA. En effet, cette
enzyme, identique a la kininase I, dégrade la bradykinine (BK), un puissant vasodilatateur,

en son métabolite inactif BK (1-7). Le systéme peptidergique complexe kallicréine-kinine
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comprend les enzymes de synthése (kallicréines, aussi appelées kininogénases), leurs
substrats (kininogeénes), les peptides vasoactifs (kinines) et les enzymes de dégradations
(kininases) (Bhoola et al., 1992). La voie sanguine de formation des kinines débute par
’activation du facteur XII de la cascade de coagulation, lorsque le sang fait contact avec
des surfaces chargées négativement. Le facteur XII activé convertit la pré-kallicréine
plasmatique, associée au kininogéne de haut poids moléculaire (KHPM), en kallicréine
active qui permet la libération de la BK a partir du KHPM. Au niveau tissulaire, la
kallicréine activée par des enzymes protéolytiques libére la kallidine (KD, possédant une
lysine supplémentaire au début de sa chaine peptidique et ainsi également nommée Lys-
BK) a partir du kininogéne de bas poids moléculaire (KBPM), sauf chez le rat ol la BK est
encore une fois produite. Les multiples voies de dégradation des kinines par les kininases
(des amino-, carboxy- et endopeptidases), font en sorte que la demi-vie de la BK dans le
plasma n’atteint pas 30 secondes et elles menent a la production de plusieurs métabolites.
Ainsi, des métabolites inactifs sont générés par les deux types de kininases II, soit ’ECA et
I’endopeptidase neutre (NEP) 24.11. Par contre, la kininase I, correspondant a la
carboxypeptidase N (CPN) du plasma et a la carboxypeptidase M cellulaire, enléve
I’arginine en position C-terminale pour générer les peptides vasoactifs desArg’-BK (DBK)
et desArg'®-KD (DKD, aussi appelée Lys-DBK). De plus, I’aminopeptidase M (AmM)
enléve la lysine en position N-terminale pour transformer KD et DKD en BK et DBK,
respectivement. Les kinines ainsi produites agissent soit sur leur récepteur constitutif de
type 2 (RB;, agonistes : BK et KD), soit sur leur récepteur inductible de type 1 (RB;,
agonistes : DBK et DKD) pour influencer I’homéostasie cardiovasculaire, I’inflammation et

la nociception. La figure 2 présente une vue d’ensemble du systéme des kinines.
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A) Composition 1 2 3 4 5§ 6 7 8 9
Bradykinine (BK) Arg - Pro - Pro - Gly - Phe - Ser - Pro - Phe - Arg - OH
Kallidine (KD) Lys - Arg - Pro - Pro - Gly - Phe - Ser - Pro - Phe - Arg - OH
desArg®- BK Arg - Pro - Pro - Gly - Phe - Ser - Pro - Phe - OH
desArgw- KD Lys - Arg - Pro - Pro - Gly - Phe - Ser - Pro - Phe - OH

B) Formation des kinines

Kinines

plasmatiques (e gteurXil) - (Kallicréine)

AN~

Surface de I'endothélium

Kinines -
tissulaires (PEKaNGEne) —»> (KElEEne) —bl

ou

{chez le rat)
C) Dégradation des kinines
Kininase |
KD - (desArg'%-KD)
(CPN)
iAmM ‘LAmM
Kininase |
BK ~~ (desArg®- BK'
(CPN)
Kininase 1l
EPN N\ (ECA) ECA
ECA
oo | GREGED) —»> GREES) | o
B, B4

Figure 2. Kinines : voies de formation, de dégradation, et leurs récepteurs.

(A) Structure des kinines chez les mammiferes, a I’exception des T-kinines présentes
seulement chez le rat. (B) Voies de formation des kinines. (C) Dégradation et récepteurs
des kinines. Adaptée de Gabra et al., 2003.
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1.1.3 Traitement de I’hypertension artérielle

1.1.3.1 Buts et approches thérapeutiques

En clinique, la décision de traiter I’hypertension artérielle se prend suite a la mesure
de la tension artérielle systolique et diastolique du patient. L’évaluation de ’efficacité du
médicament chez le patient et les décisions concernant le dosage et 1’ajout d’un deuxiéme
médicament pour accentuer le contréle de I’hypertension se basent sur des cibles
tensionnelles. Ainsi, au Canada, I’hypertension artérielle devient contrdlée lorsque la
tension descend sous 140/90 mm Hg. Toutefois, le but recherché lors du traitement d’un
patient hypertendu demeure plutét la réduction de la morbidité et de la mortalité reliées a sa
pression sanguine élevée. Ceci sous-entend donc 1’évaluation des risques de I’individu, en
tenant compte non seulement des valeurs de pression systolique et diastolique, mais aussi
des autres risques cardiovasculaires et la présence de dommages des organes cibles.
Toutefois, I’efficacité de divers antihypertenseurs a préserver la perfusion tissulaire des
organes essentiels, de facon a diminuer les complications cardiovasculaires intimement
reliées a I’hypertension artérielle, varie et ce méme en présence d’une baisse de pression
similaire. Ce point sera trait¢ plus en profondeur dans la section portant sur la

pharmacologie des atteintes des organes cibles (1.4).

La complexité de la pathologie hypertensive, allant des multiples facteurs
environnementaux et génétiques favorisant son développement aux nombreux mécanismes
de contrdle de la pression artérielle pouvant étre ciblés, a propulsé la recherche et le
développement dans ce domaine. Etant donné que les patients ne répondent pas tous de la
méme fagon aux médicaments antihypertenseurs ni a leurs effets secondaires, le clinicien
dispose d’un arsenal trés varié pour traiter les patients hypertendus. Nous nous
concentrerons ici sur le traitement de I’hypertension essentielle systolo-diastolique. En
premier lieu, des modifications apportées au style de vie, telles qu’une restriction sodée, la
perte de poids, I’activité physique et les changements nutritionnels, permettent d’obtenir
des baisses de pression non négligeables, allant jusqu’a environ 10/5 mm Hg (Miller, Jr. et
al., 1999). Des traitements pharmacologiques de premiére ligne sont ensuite adoptés et s’ils
ne parviennent pas a réduire suffisamment la tension artérielle, des combinaisons de

médicaments de diverses classes sont essayées.



1.1.3.2 Classes de médicaments antihypertenseurs

Etant donné que la pression artérielle représente le produit de la résistance
vasculaire périphérique et du débit cardiaque, elle peut étre réduite par des médicaments
agissant sur ces composantes. De plus, la réduction d’une méme composante peut s’obtenir
en visant différentes cibles. Le tableau 1 présente un bref survol des principales classes

d’antihypertenseurs.

Classes Exemples
Sympatholytiques
a action centrale a-Méthyldopa, clonidine
antagonistes a;-adrénergiques Prazosine, doxazosine
antagonistes 3-adrénergiques Propranolol, aténolol

Diurétiques

thiazidiques Chlortalidone, hydrochlorothiazide
de I’anse de Henle Furosémide
d’épargne potassique Amiloride
Vasodilatateurs directs Hydralazine, minoxidil
Inhibiteurs du SRAA
antagonistes de 1’aldostérone Spironolactone
inhibiteurs de ’'ECA Captopril, énalapril
antagonistes AT, Losartan, valsartan

Bloqueurs de canaux calciques

dihydropyridines Nifédipine, amlodipine
phénylalkylamines Vérapamil
benzothiazépines Diltiazem

Tableau 1. Classes d’agents antihypertenseurs

SRAA : Systéme rénine-angiotensine-aldostérone. ECA : enzyme de conversion de
I’angiotensine II. AT, : Récepteur de type 1 de I’angiotensine II.



13

1.1.3.2.1 Agents sympatholytiques

Les antihypertenseurs a action centrale inhibent la relache de signaux adrénergiques

dirigés vers le systeme nerveux sympathique périphérique (Langer ef al., 1980) de fagon a
réduire la résistance périphérique et parfois le débit cardiaque. Ils sont rarement utilisés en
raison de leur action agoniste sur les récepteurs op-adrénergiques inhibiteurs dans les

centres responsables de I’éveil et de la vigilance. Les antagonistes o,;-adrénergiques

abaissent la résistance artériolaire et la capacitance veineuse (Cubeddu, 1988), mais sont
contre-indiqués en monothérapie depuis I’étude ALLHAT (risque accru d’insuffisance

cardiaque) (ALLHAT Officers and Coordinators for the ALLHAT Collaborative Research

Group, 2002). Les antagonistes B-adrénergiques incluent des antagonistes purs, sans

activité sympathomimétique, et réduisent la tension artérielle principalement en atténuant la
contractilit¢ myocardique et le débit cardiaque. IlIs entrainent aussi une baisse de la

sécrétion de rénine se traduisant par de plus faibles niveaux d’Ang II.

1.1.3.2.2 Diurétiques

Les diurétiques favorisent ’excrétion de sodium (Na" ) et ainsi de 1’eau en agissant
sur les tubules rénaux, de fagon a produire une réduction volumique abaissant la résistance
périphérique. Les thiazidiques, les plus fréquemment employés, bloquent le symporteur

Na'Cl" dans le tubule collecteur distal, tandis que les diurétiques de I’anse, moins utilisés

dans le traitement de I’hypertension artérielle en raison de leur puissance remarquable a

excréter le Na', bloquent le symporteur Na*K*"2CI". Les diurétiques d’épargne potassique,

. . o . ’ . . . 7. . . +
principalement administrés en combinaison avec un autre diurétique, inhibent le canal Na

épithélial du tubule collecteur.

1.1.3.2.3 Vasodilatateurs directs

Les vasodilatateurs directs relaxent les cellules de muscle lisse (CML) de nombreux
lits vasculaires (sauf dans les vaisseaux de capacitance et dans les veines) par un

mécanisme incompris, ce qui entraine une dilatation des vaisseaux de résistance
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(coronariens, cérébraux et rénaux) et permet la réduction de la tension artérielle.
Cependant, une forte réponse compensatoire (puissante activation du systéme nerveux
sympathique) augmente la contractilité cardiaque, la rénine plasmatique et la rétention de

fluides, contrant en partie I’effet antihypertenseur (Azuma et al., 1987).

1.1.3.2.4 Inhibiteurs du systéme rénine-angiotensine-aldostérone

Les antagonistes de I’aldostérone inhibent de fagon compétitive la liaison de
I’aldostérone au récepteur des minéralocorticoides et réduisent ainsi la rétention sodée de
méme que l’induction de I’expression de nombreux geénes causés par la liaison de

’aldostérone a son récepteur. Les inhibiteurs de 1’enzyme de conversion de I’angiotensine

(iECA) réduisent la tension artérielle par une réduction de la résistance périphérique. Cet
effet est relié a la réduction des niveaux circulants de I’Ang II vasoconstrictrice. Le
captopril représente le premier agent de cette classe a avoir été développé et fait partie de la
famille des iECA contenant un groupement sulfthydrique (Cushman et al., 1977). Les deux
autres familles d’iECA comprennent ceux possédant un groupement dicarboxylique
(énalapril) ou un phosphore (fosinopril). La majorité des iECA se présentent sous la forme
de pro-médicaments 100 a 1000 fois moins puissants que le métabolite actif, mais
possédant une bien meilleure disponibilité orale (ex : énalapril — énalaprilat). Les iECA
interférent avec les boucles de rétro-inhibition de la rénine. Ils augmentent ainsi la relache
de rénine et la production d’Ang I, alors convertie par des voies alternatives en peptides
telle que I’Ang (1-7) pouvant participer aux effets pharmacologiques des iECA. Ces
antihypertenseurs bloquent également la dégradation des kinines en peptides inactifs ainsi
que la dégradation de nombreux autres peptides, tels le Ac-SDKP (N-Acétyl-Ser-Asp-Lys-
Pro). Les liens entre ces différents systémes seront discutés en détail dans d’autres sections.
Briévement, les kinines sont impliquées dans I’effet hypotenseur aigu des iECA et dans
leurs effets secondaires majeurs (toux et angio-oedéme). De plus, des voies alternatives de
formation de 1’Ang II empéchent ces médicaments de bloquer complétement les effets de

I’Ang II. Les antagonistes du récepteur AT, de I’Ang II, développés en partie en raison des

effets secondaires des iIECA et pour bloquer plus efficacement les effets de I’Ang II,
incluent maintenant des antagonistes non peptidiques. Ces agents réduisent la tension

artérielle en bloquant les effets de 1’Ang II sur son récepteur AT}, incluant les réponses
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vasoconstrictrices sur le muscle lisse, la stimulation du systéme nerveux sympathique
périphérique, les effets sur le SNC (ex : stimulation de la soif), la sécrétion d’aldostérone, la
croissance cellulaire et la rétro-inhibition de la reldche de rénine. Cette derniére action des
antagonistes AT, favorise la production d’Ang II qui peut alors sur-stimuler son récepteur

AT); produisant des effets s’opposant généralement a ceux relayés par le récepteur AT).

En résumé, les antagonistes AT, différent des iECA a plusieurs niveaux. 1) Les
antagonistes AT, réduisent ’activation des récepteurs AT, plus efficacement que les iECA,
2) les antagonistes AT, activent indirectement le récepteur AT,, 3) les iECA augmentent
plus les niveaux d’Ang (1-7) que les antagonistes AT; et 4) les iECA augmentent les
niveaux circulants d’un certain nombre de substrats de I’ECA, telles que les kinines, bien
que la stimulation des récepteurs AT, puisse aussi augmenter les kinines en stimulant leur

production (Tsutsumi et al., 1999).

1.1.3.2.5 Antagonistes calciques

Les bloqueurs de canaux calciques (BCC) atténuent I’hypertension artérielle en
réduisant la résistance vasculaire périphérique et, selon leur sous-classe (voir Tableau 1),
affectent aussi la contractilit¢ et le débit cardiaque (effet général inotrope négatif)
(Lehmann et al., 1983). Iis se lient a la sous-unité o, du canal calcique voltage-dépendant
de type L (Cayl) et déplacent I’état d’inactivation du canal a un potentiel membranaire plus
négatif. Etant donné que la contraction des CML dépend de la concentration intracellulaire
de calcium libre, I’inhibition du mouvement transmembranaire de calcium diminue la
quantité¢ de cet ion qui atteint les sites intracellulaires et relaxe donc les muscles lisses
artériolaires. La grande vasodilatation périphérique observée avec les dihydropyridines
s’accompagne d’une réponse baro-réflexe augmentant le tonus sympathique et donc la
décharge de catécholamines générant une tachycardie et un effet inotrope positif masquant
la réduction de contractilit¢ myocardique. La courte durée d’action des dihydropyridines de
la premiére génération, tel que la nifédipine, produit des rebonds constants dans 1’état de
contractilit¢ du muscle lisse et fait en sorte que I’activation sympathique réflexe se produit
réguli¢rement. Les dihydropyridines plus récentes, comme I’amlodipine, possédent une

longue durée d’action et sont donc plus sécuritaires a cet égard (Opie et al., 2000).
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Parmi ces classes de médicaments, les diurétiques, B-bloqueurs, BCC, iECA et
antagonistes AT représentent celles prescrites en premiére ligne. Lors de combinaisons de
médicaments, un diurétique ou un BCC regoit ’ajout d’un iECA, d’un antagonistes AT, ou

d’un B-bloqueur.

En plus de ces agents, d’autres classes de médicaments poursuivent leur
développement. Ainsi, les antagonistes mixtes des récepteurs de I’endothéline (ET-A et ET-
B), tel que le bosentan, s’utilisent dans le traitement de I’hypertension pulmonaire alors que
ceux sélectifs pour le récepteur ET-A, tel que le darusentan, pourraient s’ avérer utiles chez
des patients dont I’hypertension artérielle demeure non contrélée méme en présence de trois
médicaments ou plus (Gradman & Alfayoumi, 2006). De plus, les inhibiteurs de
vasopeptidases offrent théoriquement des effets supérieurs aux iECA (en empéchant la
dégradation entre autres des peptides natriurétiques via la ENP. De fagon similaire, une
meilleure inhibition de la production d’Ang II pourrait s’obtenir avec un inhibiteur de
rénine, dont le prototype non peptidique aliskiren fonctionne bien dans un modéle
expérimental (Wood et al., 2005), et est rendu en études cliniques de phase III chez
I’humain. Par ailleurs, I’inhibition de la phosphodiestérase de type 5 par le sildénafil
semble réduire efficacement la tension artérielle chez les patients hypertendus (Oliver et al.,
2006). La figure 3 résume les mécanismes de régulation de la tension artérielle, décrits a la
section 1.1.2. Cette figure présente aussi la relation entre les modifications fonctionnelles
(débit cardiaque et résistances périphériques, décrites a la section 1.1.3) et les modifications
structurales (remodelage cardiovasculaire, section 1.4), ainsi que les effets possibles d’un

traitement avec un antihypertenseur.
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Figure 3. Résumé des principaux mécanismes de controle de la tension artérielle.

Les sites et modes d’action des diverses classes d’antihypertenseurs sont décrits a la section
1.1.3.2. [Ca™]. niveau de calcium intracellulaire; GMPc, guanosine monophosphate
cyclique; MAPK, protéines kinases activées par des mitogénes; NO, monoxyde d’azote;
SNC, systéme nerveux central.

1.1.4 Modéles expérimentaux de I’hypertension artérielle

L’étude de la pathophysiologie de I’hypertension artérielle est facilitée par
I’existence de nombreux modeéles animaux (Lerman ef al., 2005). Ces derniers ont permis
I’identification de nombreux facteurs associés au contrdle de la tension artérielle ainsi que

la caractérisation des dommages secondaires a 1’hypertension. De méme, les altérations de
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la fonction et de la géométrie ventriculaire ainsi que les effets préventifs des iECA ont tout
d’abord été documentées chez le rat spontanément hypertendu (SHR) avant de trouver des
corrélations cliniques chez I’humain. Ces modéles d’hypertension artérielle servent donc

également au développement et a I’évaluation des agents antihypertenseurs.

Le modele animal idéal devrait présenter une anatomie, une physiologie cardiovasculaire et
des traits hémodynamiques similaires & ceux de I’humain, tout en développant les
caractéristiques et les complications associées a la pathologie humaine. Toutefois, aucune
espece ne peut remplir toutes ces conditions. Le choix du modele devient donc dicté par le
design expérimental et d’autres contraintes. L’hypertension secondaire peut étre étudiée
chez les animaux en créant des modeles d’hypertension rénovasculaire (2-reins 1-pince,
coarctation aortique, etc.) ou causée par des altérations métaboliques (ex : rat DOCA
(déoxycorticostérone)-sel) (Lerman et al., 2005). D’autres modeéles endocriniens se
construisent par exemple en infusant des composantes du SRA (ex : Ang II), alors que des
modeles basés sur la diéte, telle que la diéte riche en fructose, sont plus délicats. En effet,
I’hypertension artérielle chez le rat recevant une diéte riche en fructose ne se détecte que
lorsque la pression est mesurée par pléthysmographie (D'Angelo et al., 2005). L’absence de
hausse de pression détectée par télémétrie dans ce modéle suggere plutét que le fructose
augmente la réponse au stress lors de la lecture par pléthysmographie (D'Angelo et al.,
2005). Les modeles dictés par le génotype permettent quant & eux 1’étude de formes
Mendéliennes d’hypertension humaine ou encore la fonction d’un géne précis dans la

pathophysiologie de I’hypertension.

Comme mentionné précédemment, la forme la plus fréquente d’hypertension
humaine est I’hypertension essentielle et des modéles expérimentaux développés a partir du
phénotype y ressemblent avantageusement. Cette approche expérimentale prend avantage
des variations naturelles a 1’intérieur de lignées d’animaux co-sanguins. Les individus
présentant les plus hautes lectures de pression sont accouplés sélectivement et lorsque le
phénotype se fixe, I’accouplement frére-sceur se poursuit pendant une vingtaine de
générations afin d’obtenir une homogénéité génétique. Ce type de modeéle est entre autres
exemplifié par le SHR, le rat Dahl sensible au sel et les lignées de rats hypertendus Lyon,
New Zealand et Milan SHR (Lerman et al., 2005).
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1.1.4.1 Le rat spontanément hypertendu

Les études initiales décrivant une induction d’apoptose lors de la régression de
I’hypertrophie cardiovasculaire ayant été réalisées chez le SHR (deBlois et al., 1997; Tea et
al., 1999), les expériences présentées dans cette thése entourant 1’étude des mécanismes de
cette réponse apoptotique ont également été effectuées sur ce modele. Le SHR a été
développé en 1963 par Okamoto et Aoki a partir de rats Wistar-Kyoto (WKY), par
I’accouplement d’un médle modérément hypertendu et d’une femelle trés hypertendue
(Okamoto & AOKI, 1963). La distribution de males géniteurs & la communauté
internationale a contribué a I’essor du SHR en tant que modéle animal d’hypertension
artérielle le plus étudié. Les SHR développent spontanément une hypertension artérielle,
sans exception, entre 7 et 15 semaines d’4ge, alors que la pression systolique atteint un
plateau d’environ 200 mm Hg. Les mécanismes entourant la hausse initiale de pression
sanguine ne sont pas encore bien compris, mais semblent impliquer une altération dans la
modulation centrale de la pression. Ainsi, I’augmentation initiale de la résistance vasculaire
périphérique dépendrait principalement de mécanismes neurogéniques. La pression s’éléve
graduellement dés un trés jeune age (Gray, 1984) et cette 1égére hypertension, associée a la
prolifération / croissance des CML, contribue aux changements vasculaires observés dés la
3° semaine et participant au maintien de ’hypertension artérielle. Cependant, il a été
suggéré que I’hypertrophie artérielle existe dés le stade fcetal chez le SHR (Eccleston-
Joyner & Gray, 1988). L’hypertrophie ventriculaire gauche se développe progressivement
sans hausse de la masse du ventricule droit jusqu’a 24 mois d’4ge et apparaitrait en réponse
a la hausse de pression (Pfeffer & Pfeffer, 1983), bien que le contraire ait également été
suggéré (Yamori ef al., 1979). Ces conclusions opposées rappellent que le débat entourant
I’ordre d’apparition de 1’élévation de la pression et des changements structuraux existe

depuis fort longtemps.

En bref, le SHR représente un mode¢le animal possédant de nombreuses similarités
avec ’hypertension essentielle humaine, incluant un développement progressif a partir d’un
jeune age, ce qui en fait un modéle de choix malgré toutes les complexités lui étant

rattachées et le niveau de contrdle restreint comparativement aux études in vitro. Le SHR
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présente les changements structuraux et les atteintes des organes cibles associés a
I’hypertension artérielle. Les mécanismes du développement de ces dommages et les effets

des traitements pharmacologiques sont bien documentés et seront revus en détail a la

section 1.4.
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1.2 Actions cardiovasculaires de ’angiotensine II et des kinines

1.2.1 Implications physiopathologiques de ’angiotensine II

La biocascade impliquée dans la formation de I’ Ang II ayant été décrite & la section
1.1.2.3.1 et schématisée sur la figure 1, la présente section traitera de la signalisation
cellulaire enclenchée lors de la stimulation des récepteurs de 1’Ang II ainsi que des
mécanismes moléculaires responsables des effets physiologiques de ce peptide

profondément mis a contribution dans la pathophysiologie de I’hypertension artérielle.

1.2.1.1 Systéme rénine-angiotensine tissulaire et production alternative d’angiotensine
II

Le SRA classique constitue un systéme endocrinien jouant un réle majeur dans le
développement et I’entretien de I’hypertension artérielle en contrdlant le volume sanguin, le
tonus vasculaire et la contractilité¢ cardiaque. L’Ang II peut également €tre synthétisée
localement, déclenchant des actions plutét autocrines, paracrines (Paul et al., 2006) et
possiblement intracrines (Re, 2003). Le SRA tissulaire participe a la pathophysiologie des
complications de I’hypertension artérielle, incluant 1’athérosclérose, I’hypertrophie
cardiovasculaire et I’insuffisance rénale, ce qui pourrait expliquer les effets bénéfiques des
iECA et des antagonistes AT, observés dans divers modéles arborant une activité normale
ou méme réduite de la rénine plasmatique. Un tel systéme sous-entend que les composantes
du SRA sont présentes dans les organes produisant localement de 1’Ang II (Paul et al.,
2006). Par exemple, I’angiotensinogéne, bien que provenant majoritairement du foie, a pu
étre décelé au niveau de la paroi artérielle et du cceur, tout comme la rénine (quoique

controversé€), sécrétée principalement par le rein.

Au niveau du tissu cardiaque, la production de 1’Ang II par la voie classique de
I’ECA semble minoritaire, particuliérement chez 1’homme (Urata et al., 1990). En effet, de
nombreuses voies alternatives dont la contribution varie selon I’espéce et I’organe (Akasu

et al., 1998) existent, incluant I’activation de protéases locales telles que la chymase, la
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tonine, la trypsine, la cathepsine G, etc. Chez la souris, bien que la chymase participe a la
production d’Ang II tissulaire, elle contribue pour moins de 2% de toute 1’Ang II produite
(Wei et al., 2002). Chez I’homme, la chymase semble jouer un role déterminant alors que

chez le rat, sa contribution apparait beaucoup moins importante (Akasu et al., 1998; de

Lannoy et al., 2001).

1.2.1.2 Récepteurs de I’angiotensine II et signalisation cellulaire

Les récepteurs de I’Ang II incluent deux types principaux, soit AT; et AT,
présentant une affinité égale pour ce peptide malgré une homologie de seulement 30%,
mais dont la distribution et les voies de signalisation recrutées suite a leur stimulation
permettent de relayer des effets physiologiques différents, voire opposés (de Gasparo ef al.,
2000). Ils présentent une structure a sept domaines transmembranaires et font partie de la
grande famille des RCPG. Le récepteur ATy, liant préférentiellement 1’Ang IV et qui
pourrait répondre & d’autres peptides (Moeller ef al., 1997), ainsi que le récepteur Mas liant
I’Ang 1-7 (Jackson et al., 1988; Kostenis et al., 2005), présentent une pharmacologie

partiellement caractérisée et ne seront donc pas présentés plus en détail.

1.2.1.2.1 Récepteur AT,

Le récepteur AT, de I’Ang II a été cloné en 1991 (Sasaki et al., 1991; Murphy et al.,
1991). 1l est exprimé principalement au niveau vasculaire (fortement dans la média, mais
peu dans 1’adventice), cardiaque (cardiomyocytes et fibroblastes), rénal, surrénal, hépatique
et nerveux. Il existe deux sous-types de récepteurs AT, chez les rongeurs, soit AT et
AT (auparavant AT;) partageant une homologie de 94% et des propriétés
pharmacologiques similaires, mais une distribution tissulaire différente. L’action de 1’Ang
IT sur ses récepteurs AT, peut étre bloquée avec des antagonistes spécifiques et de nature
non peptidique permettant leur administration in vivo. Ces antagonistes, tels le valsartan et
le losartan, réduisent efficacement la tension artérielle et préviennent et/ou régressent
certains effets de 1’Ang II dissociés de son effet presseur. La liaison de I’Ang II aux
récepteurs AT, entraine une internalisation rapide de ceux-ci, permettant une

désensibilisation du systéme (Thomas et al., 1996).
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Le récepteur AT, peut s’associer a diverses protéines hétérotrimériques, soit
principalement & Ggg/11, mais également & Gyi, Ga11/13 €t Gos, € qui complexifie le tableau
des effecteurs recrutés par I’Ang II via le récepteur AT,. Couplée & la protéine Ggq, la
stimulation du récepteur AT, déclenche le recrutement de la phospholipase C (PLC)
permettant d’hydrolyser le phosphatidyl inositol, menant & la fois a la production d’inositol
1,4,5-triphosphate (IP3) impliquée dans la hausse de calcium intracellulaire, et de
diacylglycérol (DAG), activant la protéine kinase C (PKC). Le récepteur AT, active
également la phospholipase D (PLD), agissant sur la phosphatidylcholine accroissant la
libération de DAG, et la phospholipase A; (PLA;), libérant I’acide arachidonique menant a
la production d’eicosanoides vasodilatateurs ou vasoconstricteurs. Par ailleurs, le récepteur
AT, accroit I’influx calcique a travers les canaux de type L. La stimulation du récepteur
AT, active de plus des protéines a activité tyrosine kinase relayant ’activation de la voie
des MAPK (protéines kinases activées par des mitogénes) et la transcription génique
amorcée en réponse a I’Ang II. Les voies tyrosines kinases majeures initiées par la
stimulation du récepteur AT, incluent ’activation de c-Src, de FAK (kinase d’adhésion
focale), des membres de la voie JAK (Janus kinases) / STAT (transducteurs du signal et
activateurs de la transcription) ainsi que la transactivation de récepteurs de facteurs de
croissance (EGF, IGF, PDGF, etc.) possédant une activité tyrosine kinase. Plus récemment,
des voies de signalisation indépendantes des protéines G, plut6t reliées a 1’activation de

protéines de la famille des arrestines, ont été décrites et participent entre autres a

’activation de MAPK (Lefkowitz & Shenoy, 2005).

L’activation du récepteur AT, est responsble des effets classiques attribués a I’Ang
IT visant 4 moduler le volume sanguin circulant et le tonus vasculaire : sécrétion de
vasopressine, sécrétion d’aldostérone, stimulation sympathique, stimulation de la soif et
vasoconstriction via la hausse de calcium. Plus récemment, la stimulation AT, a été
associ€ée au remodelage structural du systéme cardiovasculaire par plusieurs mécanismes
incluant des signaux de prolifération / hypertrophie, de migration et de survie cellulaire
(décrits a la section 1.2.1.3.1), des processus inflammatoires via la reldche de cytokines
(INF-a, IL-6, etc.), ’activation du facteur de transcription nucléaire NK-xB et I’activation

de monocytes/macrophages, des processus thrombotiques via entre autres PAI-1 (inhibiteur
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de type 1 de I’activateur du plasminogene) de méme que le développement de la fibrose via
le CTGF (facteur de croissance des tissus conjonctifs) et le TGF-p (facteur de croissance

transformant de type p) (Touyz, 2003b).

1.2.1.2.2 Récepteur AT,

Le récepteur AT, a été cloné en 1994 chez I’humain (Koike et al., 1994) et par la
suite chez le rat (Koike et al., 1995). 11 est exprimé fortement lors du développement foetal
et son niveau décline rapidement par la suite. Chez 1’adulte, on le retrouve dans la médulla
des surrénales et a de plus faibles niveaux dans le réseau vasculaire (endothélium et/ou
muscle lisse), le cceur, les reins, le cerveau et les tissus reproducteurs. Son expression est
augmentée dans diverses pathologies impliquant la ré-expression de génes foetaux, telle
que I’hypertrophie ventriculaire pathologique (Lopez et al., 1994). Des antagonistes
spécifiques aux récepteurs AT, tel que le PD123319, permettent d’étudier le role de ce
récepteur dans la réponse 4 I’Ang II. A I’inverse des récepteurs AT}, les récepteurs AT, ne
sont pas internalisé€s suite & la liaison de I’agoniste (Hein et al., 1997). Le récepteur AT,
peut de plus former un hétérodimére avec le récepteur AT, résultant en un blocage de la

signalisation et des fonctions de ce dernier (Abd Alla et al., 2001a).

Bien qu’étant un RCPG tout comme le récepteur AT), les mécanismes enclenchés
suite a la stimulation du récepteur AT, présentent des caractéristiques plutdt atypiques de
cette famille, initiant a la fois des voies dépendantes [via Ggi2 €t Ggiz (Hansen et al., 2000)]
et indépendantes des protéines G (Berry et al., 2001). Les cascades majeures activées par la
stimulation du récepteur AT, impliquent premiérement des phosphatases & tyrosine et a
sérine/thréonine (Nouet & Nahmias, 2000) permettant de déphosphoryler des protéines et
généralement de les désactiver, tel que démontré initialement pour la guanylate cyclase
particulaire (Bottari et al., 1992), deuxiémement la reldiche de monoxyde d’azote (NO)
(Siragy & Carey, 1997) stimulant la production de guanine monophosphate cyclique
(GMPc) (Gohlke et al., 1998) et troisiemement la reldche d’acide arachidonique suite a la
stimulation de la PLA;. La stimulation du récepteur AT, est également couplée a

I’ouverture de canaux K" et a I’inhibition du courant calcique de type T, contribuant a
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I’hyperpolarisation membranaire et atténuant les effets de la stimulation du récepteur AT

sur le contrdle de la réponse vasomotrice et de la tension artérielle.

Bien que complexe, la stimulation du récepteur AT, s’oppose généralement aux
actions résultant de la stimulation du récepteur AT,, ce qui implique des effets
vasodilatateurs, natriurétiques, anti-prolifératifs et pro-apoptotiques (Henrion et al., 2001;
Carey, 2005). Toutefois, ces actions, tout comme les plus récentes descriptions d’un effet
sur la soif et I’activité motrice, demeurent partiellement caractérisées et donc fortement
controversées (Reudelhuber, 2005). Ce point de vue du contrebalancement des effets
relayés par le récepteur AT, est supporté par des études sur les souris pour lesquelles le
récepteur AT, a été invalidé et qui présentent une tension artérielle élevée (Hein et al,
1995), une réponse vasoconstrictrice amplifiée (Akishita et al, 1999) ainsi qu’une
augmentation du remodelage vasculaire coronarien et de la fibrose cardiaque périvasculaire
en réponse a une surcharge pressive (Akishita et al., 2000). En revanche, la stimulation du
récepteur AT, pourrait également relayer certains effets néfastes de 1’Ang I, dont certaines
actions paradoxalement hypertrophiques (Senbonmatsu et al., 2000; D'Amore et al., 2005),
fibrosantes (Senbonmatsu et al., 2000), pro-inflammatoires (activation de NF-kB) et anti-

angiogéniques en condition hypoxique (Silvestre et al., 2002).

1.2.1.3 Réponses physiologiques relayées par [P’angiotensine II et mécanismes

moléculaires

A travers les sections précédentes, les impacts hémodynamiques bien connus de
I’Ang II, de méme que 1’état de vasoconstriction que ce peptide produit [masquant la
réponse vasodilatatrice orchestrée par le récepteur AT, (Li & Widdop, 2004)], ont été mis
en évidence. Les actions de I’ Ang II ayant un impact sur la structure cardiovasculaire seront
maintenant détaillées de facon a mieux évaluer I’étendue des effets produits par les

inhibiteurs du SRA.
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1.2.1.3.1 Croissance et survie cellulaire

La réponse proliférative a 1’Ang II requiert divers effecteurs convergeant vers
I’activation de kinases de la famille des MAPK. Celles-ci relayent les signaux vers le noyau
ou I’activation de facteurs de transcription permet d’augmenter I’expression de génes
impliqués dans la croissance cellulaire caractéristique du remodelage cardiovasculaire
hypertensif. Les MAPKSs, une famille de protéines kinases a sérine/thréonine, se regroupent
en 6 sous-familles, ERK1/2 (kinases activées par des signaux extracellulaires 1 et 2), JNK
(kinase au domaine N-terminal semblable a c-Jun) et p38MAPK formant les trois principales
et étant activées différentiellement par 1’Ang Il (Kusuhara e al., 1998; Kim & Iwao,
1999a). Les autres sous-familles de MAPK incluent ERK6 (p38-like MAPK) et ERK3, 4 et
5. L’activation de ERK1/2 survient généralement en réponse a des facteurs de croissance et
de différenciation via I’activation d’une MAPK kinase (MEK) elle-méme contrélée par une
MEK Kkinase telle que Raf-1 (Kyriakis ef al., 1992), alors que JNK et p38™"* répondent
plutdt a des cytokines inflammatoires et au stress cellulaire via d’autres voies de
signalisation suivant un principe similaire. Bien que ses roles et son état in vivo dans le

. . PK
réseau vasculaire demeurent obscurs, p38MA

participerait & la production de stress
oxydant via I’activation de la NADPH oxydase et pourrait de plus agir en tant que
modulateur négatif de ERK1/2, tandis que JNK agirait plutot en tant que facilitateur de
I’apoptose et inhibiteur de la croissance (Lin, 2003). L’ activation de ERK1/2 peut de plus
contrecarrer 1’apoptose induite par de nombreux récepteurs de mort (Tran et al., 2001a).
Les actions des MAPKs sont contrebalancées par I’activité de phosphatases, notamment
MKP-1 (phosphatase de type 1 des MAPK), dont la réponse est atténuée chez le SHR,

favorisant de surcroit la croissance cellulaire.

In vitro, I’Ang II stimule la synthése protéique et I’hypertrophie via son récepteur
AT, et conduit a I’induction rapide des proto-oncogénes c-fos, c-myc et c-jun; ces effets
peuvent étre grandement atténués tant dans les CML que les cardiomyocytes par
I’inhibition de la phosphorylation de ERK (Servant et al, 1996). Au niveau des
cardiomyocytes, une telle réponse hypertrophiante implique en partie la génération d’ET-1,
tandis que dans les CML, de nombreux facteurs de croissance (Itoh et al, 1993) sont
produits suite a la stimulation du récepteur AT), incluant entre autres le bFGF (facteur de

croissance basique des fibroblastes), le PDGF et le TGF-B. Ces effets prolifératifs et
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hypertrophiques de 1’ Ang II mettent en jeu la transactivation de récepteurs de facteurs de
croissance possédant une activité tyrosine kinase, tel que démontré pour le récepteur de
I’EGF et du PDGF (Linseman et al., 1995; Eguchi et al., 1998). Suite aux évidences
initiales suggérant un lien entre I’élévation des niveaux plasmatiques d’Ang II et la
croissance hypertrophique des CML (Owens & Schwartz, 1983), il a été établi que la
perfusion d’Ang II produit une telle réponse dans ’aorte et les coronaires. D’ailleurs,
ERK1/2 et JNK se trouvent continuellement activées dans 1’aorte du SHR et semblent
participer a la hausse de la masse du vaisseau (Kim et al., 1997). L’Ang II participe
également activement au remodelage cardiaque hypertensif en favorisant la prolifération
des fibroblastes et I’hypertrophie des cardiomyocytes selon des voies intracellulaires
similaires impliquant généralement le récepteur AT). Ces actions de I’Ang II impliquent
d’ailleurs la synthése et reliche d’ET-1 (Scott-Burden et al, 1991), un puissant
vascoconstricteur participant également a la croissance / hypertrophie des CML. De plus,
des études récentes ont révélé le role majeur in vivo de la transactivation du récepteur de
PEGF et celui du PDGF respectivement dans le développement de I’hypertrophie cardiaque
(Zhai et al., 2006) et par la suite dans le déclin de la fonction cardiaque (Schellings et al.,
2006). Les facteurs de croissance décrits ci-dessus stimulent donc la phosphorylation de
résidus tyrosines activant ERK1/2, qui a son tour favorise 1’expression de cyclines afin
d’induire la croissance cellulaire. Les cyclines, ainsi que les protéines qu’elles activent, les
CDK (kinases dépendante des cyclines), controlent le passage a travers le cycle cellulaire et
participent aux dommages structuraux dans les maladies cardiovasculaires (Boehm &
Nabel, 2003). Briévement, le couple cycline D / CDK4 contrdle principalement la phase
G, les cyclines A et E avec CDK?2 contrdlent la phase S et les cyclines A et B avec CDK1
contrdlent la phase mitotique. Les inhibiteurs de CDKs (CKI), a I’inverse des cyclines,
favorisent plut6t I’arrét de la croissance et incluent entre autres les protéines ple™kee,
p21CiPtWall © 5 7KiPl ot p57%1P2, Ainsi, une baisse de ces CKI joue un réle clé chez les CML
dans la progression du cycle cellulaire en réponse aux agents mitogéniques ainsi que dans
la réponse hypertrophique, alors que plusieurs agents limitant la prolifération cellulaire

modulent plut6t a la hausse ces protéines, notamment p21 et p27.

Plusieurs autres mécanismes mis en jeu lors de la stimulation du récepteur AT,

assurent la réponse de croissance et de survie cellulaire, 3 commencer par les espéces
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réactives dérivées de I’oxygéne (ROS) dérivées du stress oxydant et principalement
composées de I’anion superoxyde instable (Touyz, 2003a). Les sources principales de
superoxyde incluent la NADPH oxydase, la xanthine oxydase, la lipoxygénase et la eNOS
(lorsque découplée). Au niveau vasculaire, la NADPH oxydase, activée principalement par
I’Ang II via le récepteur AT, constitue la source principale de superoxyde. Ces radicaux
libres de 1’oxygéne influencent la signalisation cellulaire (activation de MAPKs et tyrosine
kinases et phosphatases), I’expression génique (activation de facteurs de transcription) et
entrainent ainsi la prolifération, I’hypertrophie et le remodelage dans certains lits
vasculaires. Outre ces effets favorisant la croissance, les ROS amplifient la dysfonction
endothéliale en réduisant la biodisponibilit¢ du NO et présentent des actions pro-
inflammatoires et pro-fibrotiques en amplifiant les effets de I’Ang II sur les cellules
cardiovasculaires, les leucocytes et les monocytes. La voie de Akt, un effecteur situé en
aval de la phosphatodylinositol 3-kinase (PI3K) activée entre autres par I’Ang II via le
récepteur AT, (Saward & Zahradka, 1997), participe également a la croissance et a la
survie cellulaire (Hixon et al., 2000a). L’expression de Akt, tout comme celle de Cskl
(sous-unité de type 1 de la kinase de cyclines, un effecteur en aval d’ Akt) est modulée a la
hausse dans 1’aorte de SHR en raison de I’activation du récepteur AT). A travers Csk1 qui
force la reldche de la cycline B de Cdc2 (cyclase dépendante de cyclines) et ainsi sa
dégradation empéchant la progression vers la mitose, Akt favorise la polyploidie (Hixon et
al., 2000b). Akt favorise la synthése protéique en activant p70 S6 kinase (Giasson &
Meloche, 1995) et protége les CML de 1’apoptose, favorise leur survie par de multiples
voies, incluant la modulation de Pexpression de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 et

I’inhibition de caspases.

A P’opposé, la stimulation du récepteur AT, atténue les cascades intracellulaires
menant a D’activation de protéines clés de la prolifération, dont les MAPKs. Cela se
répercute entre autres dans les CML et les fibroblastes par une réduction de la prolifération
cellulaire associée a une inhibition de ERK1/2 , un effet pouvant étre relayé par I’activation
d’une des phosphatases en aval du récepteur AT,, dont MKP-1, PP2A (protéine
phosphatase de type 2A), SHP-1 (phosphatase a domaine SH2) ou SHP-2 (Elbaz et al.,
2000; Nouet & Nahmias, 2000). Ainsi, le récepteur AT, supprime la croissance

hyperplasique des cellules vasculaires (cellules endothéliales et CML) et des fibroblastes.
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En accord avec les études in vitro, la stimulation du récepteur AT, non opposée par le
récepteur AT, réduit la synthése d’ADN dans les vaisseaux du SHR (Sabri et al., 1997). De
plus, le récepteur AT, réduit I’expression de c-fos en réponse a 1’ Ang II, mettant un frein a
la croissance hypertrophique. Par contre, au niveau des cardiomyocytes, bien que le
récepteur AT, semble supprimer la réponse hypertrophique (Booz & Baker, 1996), les
études produites sur des souris pour lesquelles le récepteur AT, a été invalidé tendent & ne
démontrer aucun effet du récepteur AT, a ce niveau (Akishita et al., 2000) ou encore une

participation directe au processus hypertrophique (Senbonmatsu et al., 2000).

1.2.1.3.2 Mort cellulaire

De multiples études concernant la modulation de la mort cellulaire par apoptose
(type de mort cellulaire décrit en détails a la section 1.5) en réponse a I’Ang II, tant via les
récepteurs AT, que AT, ont été publiées. L’analyse de I’ensemble de ces résultats suggere
que I’Ang II influence le processus apoptotique de fagon spécifique au type cellulaire et au

type de récepteur stimulé (deBlois et al., 2001).

L’activation du récepteur AT, protége les CML et les fibroblastes lors d’un stimulus
apoptotique telle qu’une privation de sérum ou une hausse importante de NO suite a I’ajout
d’un donneur de NO. Les mécanismes en jeu semblent impliquer un déséquilibre en faveur
des signaux de survie, telle que ’activation de ERK1/2 et de Akt. A Tlinverse, la
stimulation du récepteur AT, au niveau des cellules endothéliales et des cardiomyocytes
(Kajstura et al., 1997) peut activer I’apoptose et ainsi, dans une population cellulaire peu
encline a se diviser (cardiomyocytes), se traduire par une perte nette de cellules (Kajstura et
al., 1997). De plus, il a été démontré que in vivo, les antagonistes AT, permettent de
prévenir ’apoptose de cardiomyocytes en atténuant 1’expression de protéines pro-
apoptotiques (Fortuno et al., 2003), tout en éliminant des fibroblastes par un processus ne
pouvant étre prévenu par I’ajout d’un antagoniste AT, et qui serait plutot relié a la

réduction des signaux de survie initiés par le récepteur AT, (Der Sarkissian et al., 2003).
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L’activation des récepteurs AT, dans les CML, les cellules endothéliales, les
fibroblastes et les cardiomyocytes en culture (Horiuchi et al., 1999) peut se traduire par le
déclenchement du processus apoptotique. Cela est relié & I’activation des phosphatases
décrites plus haut et a I’inactivation subséquente de la protéine anti-apoptotique Bcl-2
(Horiuchi et al., 1997) ou de celles favorisant la survie, comme Akt (Cui et al., 2002) et
ERK1/2, créant un environnement permissif a 1’apoptose. In vivo, nous avons rapporté que
I’apoptose de CML chez le SHR traité avec un antagoniste AT, peut étre prévenue par la
co-administration du PD123319, un antagoniste AT, (Tea et al., 2000). Le récepteur AT,
serait ainsi pro-apoptotique dans les CML, bien que in vivo ce réle demeure passablement
controversé. La mort cellulaire relayée par le récepteur AT, implique, du moins dans la
lignée de cellules PC12W (phéochromocytome de rat), la production du céramide
(Lehtonen ef al., 1999; Gallinat et al., 1999). Ce sphingolipide peut étre formé soit par la
voie catabolique impliquant sa reldche suite a I’hydrolyse de la sphingomyéline
membranaire par la sphingomyélinase, soit par la voie anabolique caractérisée par la
synthése de novo sous I’action de la céramide synthase et possiblement activée en aval du
récepteur AT, (Lehtonen et al., 1999), tel que suggéré par I’inhibition de cette enzyme avec
la fumonisine B;. Le céramide constitue un second messager qui relaie des actions
vasodilatatrices (Johns et al., 1997) et anti-prolifératives / pro-apoptotiques (Hannun &
Linardic, 1993), entre autres de par son activation de la phosphatase PP2A (Dobrowsky et
al., 1993) et de son interaction (inhibition) avec des isoformes de PKC (Jones & Murray,
1995). De plus, il a récemment été suggéré que la sphingosine-1-phosphate, formée a partir
du céramide, contribue & I’activation de eNOS et ainsi aux effets vasodilatateurs entre
autres de la bradykinine (Roviezzo et al., 2006). In vivo, I’administration d’analogues du
céramide réduit la formation de la néointima carotidienne suite a une blessure endothéliale
avec un ballonnet (Charles et al., 2000) et précipite I’emphyséme en éliminant des cellules
pulmonaires par apoptose (Petrache et al., 2005). Ces effets antiprolifératifs et/ou
apoptotiques du céramide impliqueraient une modulation de I’activit¢ des MAPKs, plus
précisément une activation de JNK et de p38™™* en présence d’une inhibition de ERK1/2.

Bref, I’apoptose est un processus sensible aux ratios d’activités entre les différentes
MAPKs.
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1.2.1.3.3 Matrice extracellulaire et migration cellulaire

Dans les CMLs, la stimulation du récepteur AT, accroit la production de protéines
favorisant I’expansion de la matrice extracellulaire, tels que le TGF-P et le CTGF, ainsi que
des composantes mémes de la matrice, telles que la fibronectine et collagéne de type I, ce
qui se traduit in vivo par une fibrose vasculaire et des changements des propriétés élastiques
des vaisseaux. Dans le cceur, la production accrue d’Ang II favorise le dépdt de collagéne
en favorisant sa synthése tout en réduisant sa dégradation par les métalloprotéinases
matricielles (MMP), contribuant a la fibrose cardiaque (Weber, 1997). L’ Ang II augmente
I’expression d’intégrines, des récepteurs de molécules d’adhésion a la fois impliqués dans
le contrdle de la migration et de la prolifération cellulaire (Brassard et al., 2006). Des
molécules d’adhésion telles que ICAM-1 (molécule d’adhésion intracellulaire de type 1),
VCAM-1 (molécule d’adhésion vasculaire de type 1) et MCP-1 (monocyte chemoattractant
protein-1) participent d’ailleurs a la réponse affectant la matrice extracellulaire et
I’infiltration de cellules inflammatoires lors de I’infusion d’Ang Il et des inhibiteurs du

SRA réduisent 1’expression de ces molécules d’adhésion chez des patients hypertendus

(Jilma et al., 2002).

1.2.1.4 Modulation du systéme rénine-angiotensine par des antihypertenseurs ciblant

cette voie

L’administration d’inhibiteurs du SRA couramment employés en clinique
(antagonistes AT, et iECA) semble procurer des effets cardiovasculaires protecteurs au-
dela de la réduction efficace de la tension artérielle. Ces agents modulent le niveau
plasmatique et tissulaire d’Ang II, I’activation des récepteurs de cet octapeptide ainsi que
les niveaux de rénine. En effet, la rénine augmente en réponse aux antagonistes AT, car
I’activité¢ de la boucle de rétro-inhibition en aval du récepteur AT, est réduite. Les
antagonistes AT, en plus d’inhiber les réponses vasoconstrictrices et pressives de 1’Ang II,
s’opposent a tous ses effets trophiques. Ainsi, le renversement de 1’hypertrophie /
hyperplasie cardiaque semble s’obtenir via une réduction de la production de facteurs de
croissance et/ou de survie normalement situé€s en aval des récepteurs AT,. De surcroit, le
niveau circulant d’Ang II grimpe suite au blocage des récepteurs AT;, ce qui suractive

sélectivement les récepteurs AT, pouvant ainsi relayer certains des effets bénéfiques des
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antagonistes AT}, notamment en ce qui a trait au remodelage vasculaire (Tea et al., 2000),
possiblement en raison d’une augmentation de la production de bradykinine telle que

proposeée a la section suivante.

Quant aux iECA, en dépit des voies alternatives de formation de 1’Ang II, leur
principal effet sur le SRA (et le mécanisme responsable de la normalisation de la tension
artérielle) demeure la réduction du niveau circulant d’Ang II. Ainsi, autant les récepteurs
AT, que AT, présentent une baisse de leur activation en présence d’un iECA. Par ailleurs,
une cascade de signalisations intracellulaires initiée par la liaison d’un iECA sur ’ECA
situé sur la membrane cytoplasmique des cellules endothéliales a récemment été identifiée
(Fleming, 2006). En effet, les iECA, qui pourraient imiter la fonction d’un agoniste
présentement inconnu, activent JNK et induisent ainsi des modifications de I’expression
génique [ex : induction de COX-2 (Kohlstedt et al., 2005)] via c-jun suite a leur liaison a
I’ECA. En plus d’altérer la production d’Ang II, I’administration d’un iECA prévient la
dégradation des kinines et de nombreux autres facteurs, incluant le peptide Ac-SDKP
(Rousseau et al., 1995), I’Ang 1-7, la substance P, la cholécystokinine, I’hémopressine, la
protéine P-amyloide (Hemming & Selkoe, 2005), etc. En particulier, chez les patients
hypertendus recevant un iECA, le niveau plasmatique du peptide Ac-SDKP, un inhibiteur
naturel de la prolifération des cellules souches, augmente significativement (Azizi et al.,
1996). 11 a récemment été suggéré que ce peptide participe aux effets bénéfiques des iECA,
notamment en ce qui a trait a la prolifération cellulaire et au dépot de collagéne (Peng et al.,
2005). Pour la méme raison que celle invoquée avec les antagonistes AT, les niveaux de

rénine augmentent en présence d’un iECA.

En résumé, les patients hypertendus sous médication avec un iECA, de méme que
ceux recevant un antagoniste AT; (Campbell et al., 2005), présentent des niveaux circulants
de bradykinine augmentés qui semblent participer aux effets bénéfiques de ces

antihypertenseurs, tels que décrits a la prochaine section.
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1.2.2 Implications physiopathologiques des kinines

La base du systeme kallikréines-kinines ayant déja été présentée a la figure 2, la
présente section décrira les voies de signalisation initiées par les récepteurs des kinines,
I’implication des kinines en physiopathologie cardiovasculaire et leurs divers roles dans les

effets pharmacologiques des iECA.

1.2.2.1 Les récepteurs des kinines

Les effets cellulaires des kinines sont relayés par des récepteurs hautement
spécifiques classifiés tout d’abord lors d’études pharmacologiques datant de la fin des
années 1970 et par la suite caractérisés grace a la biologie moléculaire. Ils présentent une
structure a sept passages transmembranaires typique des RCPG. Le RB,, exprimé de fagon
constitutive alors que le RB; est normalement absent dans les tissus sains, contribue en

majeure partie aux effets principaux des kinines chez un sujet normal.

1.2.2.1.1 Le récepteur B,

Le RB, des kinines a été cloné a partir du rat en 1991 (McEachern et al., 1991).
Dans le réseau vasculaire, une distribution différentielle du RB, s’observe. Au niveau des
grosses artéres, des capillaires, des veinules et des grosses veines, le RB; abonde sur
I’endothélium. A 1’opposé, sur les petites artérioles déterminant la tension artérielle, le RB,
se trouve plutdt dans les CML de la média (Figueroa ef al., 2001). Dans le cceur, le RB, se
trouve sur les cardiomyocytes (aussi sur les fibroblastes mais avec une affinité pour la BK
cent fois plus faible) (Minshall et al., 1995). Chez I’adulte, le RB; est présent sur
I’endocarde des oreillettes et des ventricules, mais non dans le myocarde, contrairement au
nouveau-né (Figueroa et al., 2001). L’ordre d’affinité des kinines pour le RB; humain est le
suivant : Lys-BK > BK >> [des-Arg’]BK, Lys-[des-Arg’]. 11 existe de nombreux
antagonistes du RB,. Le plus fréquemment employé est le Hoe 140 (DArg[Hyp’,Thi’,
DpTic’,0ic®|BK, icatibant), qui présente une forte affinité et une longue durée d’action, tant
in vitro que in vivo, en raison des deux résidus d’acides aminés artificiels (Bao et al., 1991).
Le Hoe 140 présente une forte sélectivité pour le RB,, bien qu’une trés faible affinité pour

le RB, puisse étre détectée.
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Le RB; est principalement couplé & Geq, et active donc ainsi la PLCB qui conduit a
la production d’IP3 et de DAG, permettant respectivement la hausse de calcium
intracellulaire et ’activation de PKC. La hausse de calcium permet d’activer eNOS, et la
BK demeure un des plus puissants inducteurs de la relache de NO par 1’endothélium. Le
NO diffuse alors vers le muscle lisse sous-jacent & I’endothélium ou il augmente la
production de GMPc¢ par une guanylate cyclase soluble. L’activation de PKCe par le RB,
favorise le recrutement des MAPKs ERK1/2 par la BK (Velarde et al., 1999). Le RB;
active aussi la PLA; qui permet la reldche d’acide arachidonique et donc la production de
prostaglandines, incluant la prostacycline (PGI2) vasodilatatrice. Le RB, interagit
également avec d’autres protéines G, incluant Gyi, Gos €t Gai213 (Leeb-Lundberg et al.,
2005). Un mode atypique de signalisation déclenché par ’activation du RB, se présente
sous la forme d’interactions directes avec des protéines intracellulaires, telles que SHP-2,
eNOS, nNos, PLCy1 (dans les cellules quiescentes et non les cellules prolifératives) (Golser
et al., 2000; Duchene et al., 2002; Duchene et al., 2005). Le RB, présente un recyclage
rapide suite a sa désensibilisation (internalisation) stimulée par un agoniste (Faussner et al.,

1998).

1.2.2.1.2 Le récepteur B,

Le RB, des kinines a été cloné en 1994 (Menke et al., 1994) et il posséde une trés
faible homologie avec le RB; (36%). Le RB; présente généralement une expression tres
limitée dans les tissus normaux, sains, mais peut étre induit en réponse a un stimulus
pathophysiologique (deBlois et al., 1991; Marceau et al., 1998), tel que démontré pour la
premiére fois par Regoli et al (Regoli et al., 1977) lors de I’apparition d’une réponse
contractile 4 la [des-Arg’]BK sur ’aorte de lapin isolée dépendante du temps et de la
synthése protéique de novo. Néanmoins, 1’expression du RB; a été¢ démontrée sur une
variété de vaisseaux sanguins (artéres et veines, cellules endothéliales et CML) de plusieurs
espéces incluant I’humain, sur le tissu cardiaque et dans le systéme nerveux central.
L’induction de I’expression du RB, survient habituellement en réponse a I’inflammation,
une blessure ou des cytokines (IL-1B, TNF-a, etc.) (Marceau et al, 1998). Le

lipopolysaccharide (LPS) bactérien induit aussi I’expression du RB;. Les mécanismes en
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aval de ces stimuli demeurent imprécis, mais semblent impliquer I’activation de MAPKs
(entre autres p38MATX) (Larrivee ef al., 1998) et du facteur de transcription NF-xB (Ni et
al., 1998). La stimulation du RB; par la BK semble pouvoir moduler a la hausse le RB, de
fagon autocrine (Phagoo et al., 1999), mais cela ne constitue clairement pas 1’unique
mécanisme d’induction, car les souris pour lesquelles le RB; a été invalidé montrent une

induction compensatoire du RB,.

L’induction de I’expression du RB; par les iECA demeure un sujet fort controversé.
Des études pharmacologiques réalisées au tournant des années 1990 ont a la fois suggéré
(Nwator & Whalley, 1989) et réfuté (deBlois et al., 1991) qu’un bref traitement (18 ou 20
heures) puisse moduler a la hausse le RB; dans le systéme vasculaire du lapin. Plus
récemment, la deuxiéme option a été reprise (Marceau et al., 1999). Par contre, chez le rat
normotendu, le ramipril induit I’expression du RB, dans le rein, le coeur et les grosses
artéres (Marin-Castano et al., 2002). Dans la moelle épiniere du SHR, la thérapie avec un
iECA augmente I’expression du RB, dans la lamina I aprés 4 semaines et cette expression
revient au niveau basal, pratiquement indétectable, aprés 8 et 16 semaines de traitement
(Ongali ef al., 2003). Enfin, chez le cochon d’Inde, une augmentation du nombre de sites de
liaison pour un agoniste B; dans un homogénat membranaire de trachée et de larynx
s’observe dés le premier jour de traitement a I’énalapril et est maintenue pendant toute
I’étude (30 jours) (Hirata et al, 2003), alors que dans le pharynx et I’endothélium
vasculaire lingual de porc, PARNm du RB,; augmente aprés 7 jours de traitement a
I’énalapril (Moreau et al., 2005). Bref, I’induction du RB; par les iECA semble dépendre de
I’espéce, du tissu, de I’4ge et/ou de la durée du traitement, suggérant aussi que I’induction
pourrait étre transitoire. L’hypertension artérielle sévere (SHRSP) favorise I’expression du
RB, rénal (Hagiwara et al., 2004). Chez le SHR, une expression fonctionnelle accrue du
RB, se présente dans I’hypothalamus (Qadri et al., 2002) et la moelle épiniére (Ongali et
al., 2003) lorsque ’hypertension est développée. Cette expression redescend dans la moelle
épiniére aprés 8 semaines d’age. Une telle expression du RB; s’observe au niveau cardiaque
chez le rat hypertendu 2-reins 1-pince (Fernandes et al., 2006), mais n’est par contre pas
détectée dans le systéme cardiovasculaire des rats hypertendus (nREN2)27 (Lagneux et al.,

2000). Suite a un infarctus du myocarde chez le rat, I’application d’un antagoniste AT}
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induit une forte augmentation de I’expression du RB) persistante méme trois semaines plus

tard (Tschope et al., 2004).

La BK et la KD dont le résidu arginine en C-terminal a été retiré par la kininase I
activent le RB;. Ainsi, I’ordre d’affinité des agonistes pour le RB; humain se lit ainsi: Lys-
[des-Arg’] > [des-Arg’]BK = Lys-BK > BK. Chez les rongeurs, la [des-Arg’|BK présente
une affinité comparable ou supérieure a Lys-[des-Arg’]. Plusieurs antagonistes sélectifs au
RB, existent, incluant le [Leu®][des-Arg’]BK, le R-715 (AcLys [D-B-Nal’,lle*][des-
Arg’|BK) et le R-954

(AcOrn[Oic’,(aMe)Phe’,ppNal’ lle*][desArg’]BK) (Neugebauer ef al., 2002).

Les voies de signalisation mises en place suite a la stimulation du RB, ressemblent a
celles activées par le RB; et impliquent donc la reldche d’IP3 et de DAG par la PLC,
favorisant la hausse de calcium intracellulaire et ’activation de PKC, ainsi que la relache
d’acide arachidonique par la PLA; conduisant a la synthese de prostaglandines (McLean et
al., 2000). Par contre, contrairement au RB,, le RB; ne se désensibilise pas, méme lors
d’une stimulation chronique par un agoniste (Zhou et al., 2000), ce qui pourrait expliquer
les effets plus soutenus quant a I’hydrolyse du phosphatidyl inositol et a la hausse de

calcium.

1.2.2.2 Autres aspects de la signalisation impliquant les Kinines

1.2.2.2.1 Récepteur GPRI100

Bien que les souris pour lesquelles le RB; a ét¢ invalidé ne répondent plus a la BK,
il a été suggéré récemment qu'un RCPG orphelin, le GPR100, soit un récepteur de haute
affinité pour la BK (Boels & Schaller, 2003) en plus de lier la relaxin-3. Toutefois,
I’analyse d’une plus récente étude (Meini et al., 2004) souléve plusieurs interrogations
quant a la définition de la BK en tant que ligand endogeéne du récepteur GPR100 et un
groupe différent a rapporté que la BK n’active pas ce récepteur (Chen et al., 2005). De plus,

chez le rat, le géne codant pour GPR100 ne présente pas de cadre de lecture ouvert et
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apparait donc plutét comme un pseudogéne (Chen et al., 2005), ce qui explique I’absence

d’études sur ce récepteur dans la présente these.

1.2.2.2.2 Hétérodimere RB;-RB;

Le RB; pourrait former un complexe hétérologue avec le RB, impliquant la
protéolyse de ce dernier (Barki-Harrington et al., 2003). Cet hétérodimere pourrait faciliter
la transition de la réponse de type B, vers une réponse B, accentuée lors d’insultes
chroniques (Kang et al., 2004). Un tel complexe protéolytique RB;- RB, présente une

activité signalétique accrue en réponse a la [des-Argg]BK (Kang et al., 2004).

1.2.2.2.3 Autres liens SRA-kinines

Outre le lien classique déja évoqué entre les kinines et le SRA (dégradation des
kinines par ’ECA), d’autres connexions existent et demeurent plus ou moins controversées
(Shen & El-Dahr, 2006). Premiérement, des interactions entre les récepteurs de
I’angiotensine et le systéme des kinines ont été décrites. En formant un hétérodimére stable
AT;- RB; dont la présence augmente en situation de pré-éclampsie, la signalisation en aval
du récepteur AT, se trouve accentuée et semble activer I’expression du RB; (Abd Alla et
al., 2001b). De plus, I’Ang II, via son récepteur AT, augmente le niveau d’ARNm du RB,
dans les cardiomyocytes et les CML vasculaires (Kintsurashvili et al, 2001).
Deuxiémement, de nombreux indices expérimentaux récents provenant d’un seul groupe
supportent le concept d’un lien direct entre ’ECA et ’activation des récepteurs des kinines.
Tout d’abord, les iECA pourraient potentialiser la stimulation du RB, (et sa
resensibilisation) en induisant une interaction protéique entre ’ECA et le RB, a la
membrane cellulaire (Marcic et al., 1999; Marcic et al., 2000). Ensuite, il a été suggéré que
les iECA puissent activer directement le RB; dans les cellules endothéliales en s’y liant,
créant une reliche prolongée de NO (Ignjatovic et al., 2002). Toutefois, de solides
manipulations produites il y a plus de 20 ans (Babiuk ef al., 1982) et répétées récemment
(Fortin et al., 2003) désapprouvent la stimulation du RB, par les iECA et nient donc que les
iECA soient de véritables agonistes B;. Les controverses soulevées par certaines de ces

données ne sont pas sans rappeler celle impliquant la kallikréine dans la stimulation de la
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relache de rénine (Doi ef al., 1983). 1l a également été rapporté que les kinines stimulent la
relache de rénine via le RB; (Beierwaltes ef al., 1985). Cette observation est soutenue par la
réduction de moiti€ du niveau d’ARNm de la rénine dans le rein de souris nouveau-né dont
le RB, a été invalidé (Yosipiv et al., 2001), mais pas par une étude montrant que le blocage

du RB; n’affecte pas les niveaux de rénine (Campbell ef al., 1999).

1.2.2.3 Kinines et physiopathologie cardiovasculaire

Les kinines et leurs récepteurs constituent un systéme particulier du fait que ces
médiateurs peuvent générer des effets opposés, notamment en ce qui a trait au contrdle du
tonus vasculaire et de la prolifération cellulaire. Ces effets sont non seulement fonction du
récepteur impliqué mais également fonction du type cellulaire et de 1’état dans lequel les
cellules ciblées se trouvent, le systéme de second messager ainsi activé dictant la réponse

initiée.

1.2.2.3.1 Tension artérielle

Les kinines jouent un rdle, majoritairement via le RB,, dans I’homéostasie de la
tension artérielle normale (Duka er al., 2006). Les souris pour lesquelles le RB; a été
invalidé présentent une plus grande réponse hypertensive & I’Ang Il (Cervenka et al., 2001),
et la tension artérielle de SHR recevant une diéte faible en sel (stimulant le SRA) augmente
suite au blocage de 1’action des kinines (Waeber et al., 1986). De plus, les rats déficients en
kininogénes ou ne possédant pas le RB; présentent une plus grande susceptibilité a
développer une hypertension artérielle sévére avec des dommages aux organes cibles
lorsque nourris avec une di¢te riche en sel, confirmant le réle rénal et natriurétique des
kinines. Des études de génétique ont montré une forte association entre des
polymorphismes dans le loci du géne de la Kkallicréine et le phénotype hypertendu
(Pravenec et al., 1991). En effet, des niveaux anormalement bas de kallicréine sont décelés
chez les patients hypertendus. Une excrétion urinaire de Kallicréine réduite s’observe dans
plusieurs modéles expérimentaux d’hypertension, dont le SHR (Geller ef al., 1975), et une

corrélation inverse existe entre les niveaux de kallicréine rénale ou urinaire et la tension
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artérielle. Bref, plusieurs indications soulignent que le systéme kallicréine-kinines est sous-

exprimé lors de diverses formes d’hypertension.

Les agonistes B, générent un bref effet hypotenseur entre autres chez le lapin
(Nwator & Whalley, 1989), le chien (Lamontagne et al., 1996), le rat (McLean et al., 1999)
et le cochon (Siebeck ef al., 1989). En général, une telle réponse s’observe seulement suite
a un stimulus inflammatoire et le contrdle normal de la pression sanguine ne semble pas
impliquer le RB, étant donné que les souris pour lesquelles ce récepteur a été invalidé ne
sont pas prédisposées & I’hypertension ou I’hypotension (Pesquero et al., 2000). Chez le
lapin prétraité au LPS, cet effet hypotenseur biphasique peut étre prolongé par un
prétraitement avec le captopril, un iIECA, ou avec I’amastatine, un inhibiteur de ’AmM; la
deuxiéme phase peut étre inhibée par 1’indométhacine, révélant la participation de la
synthése de prostaglandines faisant suite a la relache rapide de NO (Drapeau et al., 1991).
Le RB, participe au contrdle central de la pression sanguine, car une élévation s’observe
suite a I’administration d’agonistes B; et une réduction lors du blocage des RB, centraux

(Emanueli et al., 1999a).

1.2.2.3.2 Tonus vasculaire

Les récepteurs des kinines déterminent le tonus vasculaire par divers mécanismes.
Le RB; favorise tout d’abord la relaxation de CML vasculaires suite a la relache de NO a
partir de ’endothélium (D'Orleans-Juste er al., 1989) et ensuite par la production de PGI2
conduisant a une hausse d’AMPec. Par ailleurs, une étude récente suggérant la nécessité de
récepteurs AT, de I’Ang II fonctionnels pour observer la vasodilatation dépendante des
kinines rappelle la complexité du mécanisme mis en jeu (Bergaya ef al., 2004). A I’inverse,
lorsque les CML s’exposent & la BK (ex : lors d’une blessure endothéliale) ou lorsqu’elles
produisent elles-mémes la BK, on observe une contraction des CML vasculaires relayée
entre autres par I’augmentation de calcium intracellulaire. Une telle contraction dépendante

du RB; se produit dans la vessie.
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La réactivité vasculaire en réponse aux ligands B; ne semble pas présente
constitutivement; elle s’acquiert plutét suite a une incubation ou a l’application d’un
stimulus inflammatoire. La vasodilatation produite par le RB, est en général dépendante de
I’endothélium et, dans un large éventail de vaisseaux, relayée par la relache de NO a partir
de I’endothélium (D'Orleans-Juste et al., 1989; McLean et al., 2000), bien qu’elle implique
parfois la reldche d’eicosanoides, notamment la PGI2 (McLean et al., 1999). A ’opposé, le
RB; peut aussi produire une réponse vasoconstrictrice. Cela s’observe sur Dartére
carotidienne lorsque étudiée suite a la blessure endothéliale et a la formation de la néo-
intima (Pruneau et al., 1994) ainsi que sur I’aorte de lapin (Regoli ef al., 1977), une réponse
amplifiée lorsque I’endothélium est enlevé avant d’appliquer 1’agoniste By. L’induction du
RB, dans la média de I’artére coronaire porcine suite a 6 heures d’incubation dans un bain a
37°C produit une contraction en réponse a la [des-Arg’|BK révélée a la fois par ’inhibition
de la NOS et par I’absence de I’endothélium (Drummond & Cocks, 1995). Au niveau des
veines, les agonistes B, produisent généralement une contraction (McLean et al., 2000).
D’une fagon similaire, une contraction survient suite a 1’application d’un agoniste By sur la
vessie, un tissu reconnu pour présenter une induction du RB; lorsque isolé dans un bain
d’organe (Butt et al., 1995), sur la vésicule biliaire et sur le muscle lisse de I’iléum. La
contraction du muscle lisse vasculaire par le RB; pourrait impliquer, indépendamment de
I’endothélium, 1’activation de PKC, la reldche de calcium, des prostaglandines ainsi que la
stimulation de la reldiche de catécholamines activant leur récepteur oj-adrénergique
(McLean et al., 2000). Bref, le contrdle du tonus vasculaire par le RB; constitue un

processus complexe loin d’étre parfaitement compris.

1.2.2.3.3 Prolifération cellulaire et apoptose

Le RB; peut, selon les conditions, activer ou inhiber la prolifération cellulaire. La
BK stimule la prolifération des cellules quiescentes, notamment des fibroblastes (Owen &
Villereal, 1983), des cellules mésangiales (Bascands et al., 1993) et des CML (Yang et al.,
2003), via le RB,. Les voies activées lors d’une telle prolifération cellulaire ressemblent a
celles mises en route lors de la réponse mitogénique au PDGF, c’est-a-dire 1’activation de
Ras/Raf/MEK/MAPK (Yang et al., 2003), relayée entre autres par !’activation de PKCeg
(Velarde et al., 1999) et la génération de ROS (Greene ef al., 2000). Les effets produits par
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la BK (génération de IP3, translocation de PKC, activation de ERK1/2, etc.) ressemblent
aux signaux générés par de puissants agents hypertrophiant les cardiomyocytes, telles que
I’Ang II, ’endothéline et la phényléphrine. Cependant, la BK ne posséde que de faibles
propriétés hypertrophiques sur les cardiomyocytes (Clerk et al., 1996). A ’opposé, sous
des conditions prolifératives, la BK produit un effet anti-mitotique dans plusieurs types
cellulaires (CML, cellules mésangiales, etc.) (Dixon & Dennis, 1997; Agata et al., 2000;
Duchene ef al., 2002). Au niveau des cellules mésangiales, cet effet antiprolifératif de la
BK lors d’une stimulation avec des facteurs de croissance implique une interaction
protéique entre le RB, et la protéine tyrosine phosphatase SHP-2 (Duchene et al., 2002),
suivie d’une augmentation de ’activité tyrosine phosphatase cellulaire totale conduisant a
’inhibition de la phosphorylation de ERK1/2 (Cellier et al., 2003). La protéine SHP-2 peut
relayer aussi bien des signaux mitogéniques qu’anti-prolifératifs. Les voies anti-
prolifératives en aval de SHP-2 demeurent mal comprises et pourraient impliquer la

déphosphorylation du récepteur a I’insuline ou de composantes de la voie JAK/STAT.

Le role du RB,; dans le contrble de la prolifération a jusqu’a présent été¢ moins
étudié. Il semblerait que ce récepteur favorise la prolifération des cellules endothéliales
(Morbidelli er al.,, 1998; Agata et al, 2000) et de CML entre autres via ERK1/2
(Christopher et al., 2001). A I’opposé, il inhibe la prolifération de CML vasculaires de rat
induite par du sérum (Agata et al., 2000) ou par le PDGF (Dixon & Dennis, 1997), un
mécanisme impliquant la prolongation de ’activation de ERK et la hausse de p27Kipl
(Dixon et al., 2002). Les études in vivo suggérent que la hausse de I’activité du systéme
kallikréine-kinines prévient la prolifération de CML vasculaires conduisant a la formation
de la néo-intima suite a une angioplastie (Murakami et al., 1999; Agata et al., 2000), un
stimulus reconnu pour augmenter 1’expression du RB,; de fagon transitoire (Agata et al.,
2000). Cet effet a été attribué a des voies de signalisation impliquant le NO-GMPc produit
aussi bien suite a une stimulation du RB, (Agata et al., 2000) que du RB; (Murakami et al.,
1999).

Les kinines affectent également le processus de mort cellulaire programmeée par

apoptose, bien que peu d’études aient été réalisées a cet égard. La hausse du niveau de
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kallikréine-kinines protége les cardiomyocytes et les cellules neuronales de 1’apoptose suite
a un protocole d’ischémie/reperfusion (Yin et al., 2005a; Xia et al., 2006) et les cellules
rénales suite a I’administration de la gentamicine, un antibiotique (Bledsoe et al., 2006). De
plus, les kinines, via le RB; et la hausse de I’activité de eNOS, semblent protéger les
cellules endothéliales de 1’apoptose en situation d’hypoxie (Matsumoto ef al., 2003). 1l a
également été suggéré que des antagonistes de la BK puissent stimuler I’apoptose de
cellules cancéreuses (Stewart, 2003). Un lien intéressant a également été tracé entre le RB
et la génération de céramide, un facteur pro-apoptotique, via I’activation d’une
sphingomyélinase dans les petites artéres de rat (Kleine et al, 2002). Le NO, qui, tout
dépendant de sa concentration, agit en tant qu’inhibiteur de croissance et stimule 1’apoptose
de CML et de fibroblastes, pourrait participer a ces effets des kinines sur la prolifération et

I’apoptose.

En revanche, la recherche de nouveaux traitements contre [’hypertension
pulmonaire sévére a permis de révéler qu’un agoniste stable du RB,, le B9972, active la
caspase-3 et induit I’apoptose de cellules hyperprolifératives dans les artérioles pré-
capillaires pulmonaires (Taraseviciene-Stewart ef al, 2005). Quant au RBy, il semble
inhiber I’apoptose de cellules endothéliales humaines en culture en favorisant la survie
(Emanueli et al., 2002). Par contre, chez les souris n’exprimant pas le RB;, I’apoptose de
neutrophiles requise pour résorber un processus inflammatoire persistant est altérée (Araujo
et al., 2001). Le kininogéne de haut poids moléculaire, clivé (Sun & McCrae, 2006) ou non
(Al-Fakhri et al., 2003), peut quant a lui induire 1’apoptose de cellules vasculaires

(endothéliales et CML) via ses propriétés anti-adhésives.

1.2.2.3.4 Autres actions des kinines

Les kinines participent 4 de nombreux autres processus (développement, modulation
de la matrice extracellulaire, angiogenése, perméabilité vasculaire) et sont ainsi impliquées
dans plusieurs pathologies (Leeb-Lundberg et al., 2005). Sans entrer dans des détails
n’étant pas essentiels 4 la compréhension de cette thése, les kinines font partie de la
physiopathologie de I’asthme (relache d’histamine suite & une stimulation B, sur les

mastocytes), du diabéte (hausse de I’expression du RB; dans un modéle expérimental et
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prévention du diabéte dépendant de I’insuline par un antagoniste B;), du choc septique, de
la douleur et de I’inflammation (Couture ef al., 2001). En particulier, |’injection de BK
reproduit les quatre signes cardinaux de I’inflammation, et la stimulation du RB; produit un
cedéme de la patte chez le rat ainsi qu’une hyperalgésie. A cet égard, le RB, semble relayer

la réponse aigué alors que la douleur chronique implique le RB;.

En résumé, il peut parfois s’avérer utile d’augmenter ’activité du systéme des
kinines, soit en favorisant leur production par les kallikréines, soit en bloquant leur
dégradation entre autres au niveau de la kininase II. Le groupe de Chao et Chao (Chao &
Chao, 2005) a démontré dans une série de publications les effets bénéfiques chez le rat du
transfert du géne humain de la kallikréine tissulaire. Cela réduit la tension artérielle chez le
SHR, le rat Dahl sensible au sel et le rat hypertendu Goldblatt, atténue le remodelage
cardiaque hypertensif (masse cardiaque, hypertrophie des cardiomyocytes et densité de
collagéne), favorise la néovascularisation cardiaque (capillaires), protége la fonction rénale
lors de I’hypertension artérielle, prévient la resténose post-angioplastie et atténue I’infarctus
du myocarde et ses dommages suite a une ischémie/reperfusion. De plus, I’invalidation du
RB; chez la souris entraine I’hypertension artérielle, le remodelage cardiaque et une
dysfonction diastolique sévére (Emanueli et al., 1999b). Ces études confirment les effets
préventifs de la BK (relayés par le NO et le GMPc) quant & I’hypertrophie cardiaque
induite par I’Ang II, identifiés sur le cceur isolé (Rosenkranz et al., 2002) ou sur des
cardiomyocytes cultivés en présence de cellules endothéliales (Ritchie et al., 1998). La
hausse de I’expression du RB, au niveau rénal et cardiaque chez le SHRSP semble protéger
contre les dommages rénaux (Hagiwara et al., 2004) et contre le remodelage cardiaque
(Moniwa ef al., 2006) lors de I’hypertension artérielle, possiblement via I’inhibition de
TGF- et ’activation de eNOS. En revanche, les troubles introduits par une surstimulation
du systéme des kinines (douleur, inflammation, asthme, angio-ccdéme, etc.) cautionnent

I’emploi de manceuvres visant a activer ce systéme.
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1.2.2.4 Implication des kinines dans les effets pharmacologiques des inhibiteurs de

I’enzyme de conversion de I’angiotensine et des antagonistes AT,

Les kinines, se trouvant augmentées dans la circulation et localement dans les tissus
cardiovasculaires suite & 1’inhibition de leur dégradation, participent a certains des effets
cliniques des iIECA, incluant la baisse de tension artérielle, la prévention de la resténose, la
cardioprotection et certains effets secondaires telles la toux et des formes sévéres
d’angioedémes (Linz et al., 1995). Les kinines jouent également un rdle dans des effets
moins bien caractérisés des iECA, comme ’amélioration de la résistance a I’insuline dans

un modele de souris diabétique (Shiuchi et al., 2002).

L’effet antihypertenseur chronique des iECA peut étre atténué par le blocage des
récepteurs des kinines, mais pas systématiquement (Linz et al., 1995). Les kinines
participeraient particuliérement a la baisse de tension artérielle a long terme produite par les
iECA dans les modéles réno-vasculaires d’hypertension, tels que la coarctation aortique et
le rat 2-reins 1-pince, mais pas chez le SHR. Chez le SHR, les kinines participent plutot a la
chute de pression aigué engendrée par les iECA (Cachofeiro ef al., 1992). Chez ’humain,
d’une fagon similaire, le blocage du RB, tend a atténuer plus fortement 1’effet
antihypertenseur aigu (les premiéres heures) (Squire e al., 2000) du captopril chez les
sujets présentant une activité normale & élevée de la rénine plasmatique que chez ceux avec
une rénine basse (Gainer et al., 1998). De plus, la correction de la dysfonction endothéliale
par les iECA pourrait impliquer I’accumulation de kinines pouvant stimuler la formation de
PGI2, de NO et de GMPc vasculaire (Tschope et al., 1997). Les iECA, via les kinines,
préviennent aussi la dysfonction endothéliale dans divers modeles d’athérosclérose
(Berkenboom et al., 1997). Plusieurs solides évidences suggerent que le RB; des kinines
relaie les mécanismes anti-prolifératifs mis en place par les iECA lors de I’inhibition de la
formation de la néo-intima suite a une dénudation endothéliale par un ballonnet (Farhy et
al., 1993) ou a linterruption du flot carotidien (Emanueli et al, 2000). La co-
administration d’un antagoniste B, avec le captopril semble également prévenir la
formation de la néo-intima et son hyperplasie (Emanueli et al, 2000). Divers effets
cardioprotecteurs des iECA semblent dus a la potentialisation des kinines endogénes
(Tschope et al., 1997). Ainsi, les kinines participent & I’amélioration de la fonction

cardiaque chez le SHR, a la prévention de changements structuraux suite a un infarctus du
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myocarde (Martorana et al., 1990; Hartman et al., 1993; Liu et al., 1997; Heusch et al.,
1997) et a la croissance des capillaires lors de ’hypertrophie ventriculaire gauche (Gohlke
et al., 1997), résultats tous obtenus lors du traitement avec un iECA. De plus, les iECA
amplifient D’effet protecteur du pré-conditionnement ischémique par un mécanisme
impliquant le RB, (Morris & Yellon, 1997), bien qu’il ait été démontré que le RB, participe
a la protection de la fonction endothéliale coronarienne obtenue par un protocole similaire
(Bouchard et al., 1998). Les kinines participent aussi aux effets anti-hypertrophiques des
iECA sur des cardiomyocytes en culture et dans un modeéle d’hypertrophie ventriculaire en
réponse a une surcharge pressive (Rouleau et al., 2001), bien que cela n’ait pu étre
reproduit par un autre groupe (Rhaleb et al., 1994). Par contre, chez le SHRSP, le blocage
du RB; par le Hoe 140 n’empéche pas les effets du perindopril sur la prévention du
remodelage structural du ventricule gauche (masse du ventricule, déposition de collagéne,
etc.) (Kim et al., 2000), contrairement a ce qui avait été rapporté en ce qui a trait a la
fonction cardiaque dans ce modéle (Gohlke et al., 1994). L’effet secondaire principal des
iECA, soit I’apparition d’une toux séche, survient en raison du blocage de la dégradation

des kinines.

Par ailleurs, les kinines pourraient aussi tenir un réle dans certains effets observés
lors de I’administration d’antagonistes AT;, une observation justifiée par la récente
identification de 1’augmentation des niveaux de kinines chez les patients hypertendus
recevant un antagoniste AT, (Campbell et al., 2005). Ainsi, I’inhibition des récepteurs AT,
suite 4 un infarctus du myocarde prévient la hausse de ’activité de I’endopeptidase neutre
dégradant la BK, ce qui favorise I’accumulation de BK (Walther et al., 2002). Dans un
environnement expérimental similaire (modeéle d’ischémie/reperfusion), les effets
cardioprotecteurs d’antagonistes AT s’annulent lorsque co-administrés avec un antagoniste
soit du RB; (Tschope et al., 2004), soit du RB, (Jalowy ef al., 1998; Zhu et al., 1999). La
stimulation des récepteurs AT, endothéliaux cause la relaiche de médiateurs généralement
associés aux kinines, le NO et le GMPc. La production de ces médiateurs au niveau
vasculaire (coronaires et aorte) suite a I’infusion d’Angll peut étre inhibée in vivo par le
blocage de la kallikréine ou du RB, (Seyedi et al., 1995; Gohlke et al., 1998). De plus, la
surexpression des récepteurs AT, au niveau vasculaire [CML (Tsutsumi et al., 1999)] ou

cardiaque [cardiomyocytes (Kurisu et al., 2003)] augmente le niveau de kinines en activant
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les kininogénases, ce qui produit une vasodilatation s’opposant aux effets du récepteur AT;
(Tsutsumi et al., 1999) et qui atténue la fibrose cardiaque périvasculaire (Kurisu et al.,
2003) (la fibrose interstitielle n’étant pas augmentée dans cet article) en réponse a I’Ang II.
Toutefois, cette activation des kinines n’a pu empécher 1’hypertrophie des cardiomyocytes
(Kurisu et al., 2003). L’ activation des kininogénases via le récepteur AT, impliquerait une
acidification intracellulaire causée par I’inhibition de 1’échangeur Na'/H" en réponse a
I’Ang II (Tsutsumi et al., 1999). De tels mécanismes pourraient donc s’observer lors d’une
surstimulation du récepteur AT,, comme pendant le blocage du récepteur AT;. En effet, les
évidences soulignant un lien physiologique entre la stimulation du récepteur AT, et le
systtme des kinines commencent a s’accumuler, notamment en ce qui a trait a la
vasodilatation [vaisseaux de résistance (Katada & Majima, 2002) et microvaisseaux
coronariens (Batenburg et al., 2004)], le contrdle de la tension artérielle (Tsutsumi et al.,
1999; Israel et al., 2000; Sosa-Canache et al., 2000) et plus récemment dans la prévention
de la formation de la néointima suite a une blessure vasculaire (Barker et al., 2006). Des
actions dépendantes des kinines ont récemment été décrites en réponse a des BCC; nous y

reviendrons a la section 1.3.3.1 aprés avoir décrit le systeme du calcium.
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1.3 Le calcium et son implication dans I’hypertension artérielle

Le calcium (Ca®") constitue un second messager contrdlant de nombreux processus
cellulaires essentiels pour la vie, tels que la contraction, la sécrétion, le métabolisme, la
fertilisation, la prolifération et la mort cellulaire. La signalisation intracellulaire associée au
calcium permet de déployer des réponses soit rapides suite & un pic de calcium fin, comme
lors de la contraction, soit plutot lentes et contrdlées par des ondulations de calcium
globales et répétées, comme lors de la prolifération cellulaire associée a des modifications
de la transcription génique. Ces systéemes modulés par le calcium participent ainsi a
certaines pathologies cardiovasculaires caractérisées par une modification de la contractilité
cardiaque et du tonus vasculaire ainsi que par un déséquilibre du patron d’expression
protéique. De plus, I’utilisation de bloqueurs de canaux calciques (BCC), entre autres dans
le traitement de ’hypertension artérielle, perturbe les voies de signalisation associées au
calcium. L’apercu du systéme calcique présenté dans cette section sera suivi par une
description succincte du role de cet ion au niveau cardiovasculaire, de son implication dans
la physiopathologie de I’hypertension artérielle et des effets des BCC, dont les multiples

actions ne demeurent que partiellement comprises.

1.3.1 Dynamique et homéostasie du systéme calcique

Les voies de signalisation associées au calcium fonctionnent par la propagation
d’influx calciques vers le cytosol, soit & partir du milieu extracellulaire soit en provenance
de réservoirs intracellulaires. Des protéines effectrices du calcium deviennent ensuite
activées, avant que des mécanismes homéostatiques retournant le calcium vers son origine

ne soient initiés.

1.3.1.1 Entrée du calcium dans la cellule

Le fort gradient électrochimique séparant le milieu extracellulaire et le cytoplasme
favorise I’entrée du calcium dans la cellule via des canaux aux propriétés variées. Les
canaux calciques dépendant du voltage (Cay) présents a la surface des cellules excitables

générent des influx calciques rapides et contrblent des processus cellulaires tels que la
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contraction musculaire et I’exocytose (Berridge et al., 2003). Parmi les autres canaux
membranaires spécifiques au calcium, mentionnons les ROC (canaux modulés par des
récepteurs), les SMOC (canaux modulés par des seconds messagers) ainsi que les SOC
(canaux modulés par des réservoirs) (Berridge ef al., 2003), ces derniers étant moins bien
caractérisés et s’ouvrant suite & une déplétion des réservoirs calciques intracellulaires
(Parekh & Putney, Jr., 2005). Seules les caractéristiques des canaux Cay seront

approfondies dans I’introduction de cette these.

1.3.1.1.1 Canaux calciques dépendant du voltage

Les canaux Cay, dont la famille inclut présentement 10 membres caractérisés chez
les mammiféres (Catterall et al., 2005), constituent des complexes protéiques formés de 4
ou 5 sous-unités (S.U.) distinctes. La S.U. a, organisée en quatre domaines homologues
contenant chacun six segments transmembranaires, contient le pore du conductibilité, le site
de sensibilité au voltage et les principaux sites de modulation par les seconds messagers et
les médicaments. Un complexe transmembranaire o0 et une S.U. régulatrice B
intracellulaire altérant la vitesse d’inactivation complétent la majorité de ces canaux, une
S.U. y s’ajoutant parfois. La nomenclature actuelle divise les canaux perméables au calcium
et dépendant du voltage en sous-familles, selon les propriétés des courants calciques

générés et selon la famille du géne de la S.U. principale o (Catterall et al., 2005).

Les canaux Cayl générent les courants calciques de type L (de longue durée)
apparaissant suite a une forte dépolarisation membranaire. Ces canaux sensibles aux
dihydropyridines sont responsables des principaux courants enregistrés dans les cellules
musculaires et endocrines, ou ils initient respectivement la contraction et la sécrétion. Cette
famille inclut les canaux possédant les S.U. a5 (Cay1.1, sur les muscles squelettiques), aic
(Cay1.2, entre autres sur les cardiomyocytes et les CML), ap (Cayl.3, entre autres sur les
cellules endocrines) et o (Cayl.4). La S.U. ac exprimée dans le muscle lisse représente
un variant issu d’un épissage alternatif (o;c.p) lui conférant une plus grande sensibilité aux

dihydropyridines comparativement au variant présent dans les cardiomyocytes (o c.a). Cela
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explique en partie la sélectivité vasculaire accrue de ces antihypertenseurs (Nordlander et

al., 1995; Welling et al., 1997).

Les canaux Cay2, principalement exprimés sur les neurones et insensibles aux
dihydropyridines, produisent les courants calciques de type P/Q (Cay2.1, S.U. aja), de type
N (Cay2.2, S.U. o) et de type R (Cay2.3, S.U. a;g). IIs requi¢rent également une forte
dépolarisation afin d’étre activés, mais sont plutdt impliqués dans la transmission
synaptique rapide et dans I’entrée de calcium au niveau des corps cellulaires et des

dendrites.

Les canaux Cay3 générent des courants calciques de type T (transitoires) activés
par une faible dépolarisation et relativement insensibles aux dihydropyridines. Ils sont
présents sur de nombreux types cellulaires ou ils contrdlent entre autres la décharge a
répétition, comme lors de la stimulation rythmique des cellules excitables dans le cceur et le
cerveau. Cette famille inclut les canaux Cay3.1 a 3.3 (sous-unités o, oin et o). Le BCC
mibéfradil présente une sélectivité de 3 a 5 fois plus grande pour les courants de type T

comparés a ceux de type L (Perez-Reyes, 2003).

1.3.1.2 Mobilisation du calcium intracellulaire

Le réticulum endoplasmique (RE), appelé réticulum sarcoplasmique (RS) au niveau
musculaire, constitue le réservoir principal de calcium intracellulaire. La mitochondrie ainsi
que d’autres organelles participent aussi a ’homéostasie calcique. La mobilisation du
calcium a partir des réservoirs intracellulaires est controlée par le calcium lui-méme
(relache de calcium induite par le calcium ou CICR), par I’IP3 et par un groupe de
messagers dont les mécanismes d’action restent & éclaircir (ADP-ribose cyclique, acide
nicotinique adénine dinucléotide phosphate et sphingosine-1-phosphate) (Lee, 1997;
Bootman et al., 2002). Le récepteur a I’IP3 (IP3R, principale voie dans les cellules non
excitables et présent dans les cellules excitables) et le récepteur & la ryanodine (RYR,
équivalent du IP3R dans les cellules excitables) forment les canaux contribuant a la hausse

rapide du calcium cytosolique via le CICR. Leur sensibilité au calcium se déploie en forme
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de cloche (récepteurs inactifs a de faibles concentrations nanomolaires et lorsque la
concentration de calcium devient trop élevée). L’IP3, produit par I’action de la
phospholipase C en réponse a de nombreux stimuli, telle que I’activation des protéines G,
augmente la sensibilité de son récepteur au calcium. D’autres voies dépendantes ou non du
calcium modulent D’activité du canal IP3R, telles que la calmoduline (CaM) et la
phosphorylation du canal par PKG, PKC, PKA ou par une kinase dépendante du Ca**/CaM
(CaMKII). Au niveau de RYR, I’ouverture du canal calcique est inhibée par la CaM, mais
stimulée par PKA (Berridge et al., 2003).

1.3.1.3 Protéines tampons et effectrices du calcium

Les protéines liant le calcium, au nombre d’environ 200 chez ’humain, profitent de
la hausse de calcium cytosolique pour interagir rapidement avec celui-ci. Les protéines
effectrices du calcium, telles que CaM, troponine C, synaptotagmine et les annexines,
activent les nombreux processus cellulaires sensibles au calcium. Ces processus impliquent
des enzymes modulées par le calcium (ex : CaMK, kinase de la chaine 1égére de myosine
(MLCK), PKC, eNOS, calcineurine et des protéases comme que les calpaines), des canaux
ioniques sensibles au calcium (ex : les canaux potassiques BKc,) et des facteurs de
transcription [ex : NFAT (facteur nucléaire des cellules T activées), CREB (protéine liant
1’élément de réponse a I’AMPc) et DREAM (modulateur de I’élément régulateur en aval)]
(Mellstrom & Naranjo, 2001). De l’autre c6té, les protéines tamponnant le niveau de
calcium libre, telles que calréticuline et calsequestrine, permettent I’ajustement fin des

propriétés spatio-temporelles des signaux calciques.

1.3.1.4 Retour du calcium vers son origine

Le calcium n’étant pas métabolisé comme la majorité des autres seconds messagers,
la cellule contrdle étroitement les niveaux intracellulaires a 1’aide de protéines spécialisées.
Afin de maintenir I’homéostasie cellulaire, le calcium se libére des protéines effectrices et
tampons pour ensuite étre évacué du cytosol. Les mécanismes impliqués permettent de
maintenir le niveau basal de calcium intracellulaire 4 environ 100 nM et de recharger les

réservoirs. L’échangeur Na'/Ca®* et la pompe Ca?*-ATPase sur la membrane plasmique
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retournent le calcium & P’extérieur de la cellule tandis que la pompe Ca>*-ATPase du RE/RS
(SERCA) redirige le calcium vers son réservoir intracellulaire principal. L’activité de la

pompe SERCA subit entre autres I’effet inhibiteur du phospholamban (Berridge et al.,
2003).

1.3.1.5 Remodelage des systémes de signalisation associés au calcium

Les nombreuses composantes de la signalisation calcique spécifiques a différents
types de cellules sont constamment remodelées, entre autres par le calcium lui-méme, afin
d’assurer les fonctions spécifiques a chaque type cellulaire. Ainsi, le calcium peut étre
considéré comme un activateur de la transcription génique (Mellstrom & Naranjo, 2001):
directement en liant les facteurs de transcription énumérés plus haut ou indirectement soit
en activant des protéines kinases (CaMK) ou phosphatases (calcineurine) altérant 1’état de
nombreux facteurs de transcription, soit en recrutant la voie de Ras/MAPK. Un remodelage
anormal du systéme calcique s’observe dans plusieurs pathologies, tels que le diabéte, la
maladie d’Alzheimer et également ’hypertension artérielle, dont les caractéristiques seront

décrites plus loin.

1.3.2 Roles du calcium dans la pathologie hypertensive

Cette section présentera le rdle joué par le calcium dans le contrdle de la
prolifération cellulaire, de la production de matrice extracellulaire, de la mort cellulaire
ainsi que de la contractilité et de la structure cardiovasculaire. Un apercu des effets
pléiotropiques des BCC telle I’amlodipine cléturera ce chapitre. Les effets des BCC sur le
remodelage cardiovasculaire dans ’hypertension artérielle seront revus en détail dans le

chapitre couvrant les dommages aux organes cibles.

1.3.2.1 Calcium, prolifération et cycle cellulaire

La progression dans le cycle cellulaire et la prolifération cellulaire reposent sur des
mécanismes dans lesquels la signalisation calcique joue un rdle crucial (Short et al., 1993;

Munaron et al., 2004). Le calcium influence par exemple I’activité de protéines relayant le
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signal mitogénique, telles que les MAP kinases ERK1/2 (Chao et al., 1992), et joue un r6le
direct et indirect dans I’activation de facteurs de transcription. Au niveau de la progression
du cycle cellulaire, les oscillations calciques favorisent la sortie de 1’état de quiescence au
début de la phase G1, la transition entre la phase G1 et la phase S, I’initiation de la synthése
d’ADN menant a la phase S et participent aux multiples points de contréle. Cela a été mis
en évidence par ’arrét en phase GO/G1 et en phase S suite a la déplétion du réservoir
calcique controlé par IP3R ainsi que par le pic de calcium déclenchant la complétion de la
méiose et ’initiation de la mitose (Kahl & Means, 2003; Choi et al., 2006). De nombreux
facteurs mitogéniques, incluant des facteurs de croissance, des cytokines et des hormones,
augmentent le niveau de calcium cytosolique (Munaron et al., 2004); de plus il a été
démontré que les canaux Cayl participent au processus prolifératif dans différents types

cellulaires, incluant les fibroblastes cardiaques et les CML vasculaires.

1.3.2.2 Calcium et matrice extracellulaire

Le calcium participe a la production de matrice extracellulaire, un phénoméne
important activé lors des processus de remodelage structural, de prolifération cellulaire et
de développement de la fibrose. Certains BCC, incluant des dihydropyridines telles
I’amlodipine et la nifédipine, peuvent inhiber la synthése de protéines de la matrice
extracellulaire (ex: collagéne, fibronectine et protéoglycans), augmenter [ activité
catalytique de collagénases (ex : MMP) et réduire I’expression d’inhibiteurs tissulaires de
MMP (ex : TIMP-2) (Heider et al., 1987; Kim et al., 1995; Roth et al., 1996). Ces effets,
pouvant étre observés indépendamment du blocage des canaux calciques (Heider ef al,
1987), semblent bénéfiques lors du traitement de pathologies hypertrophiques, notamment
I’hypertrophie vasculaire (Kim et al., 1995; Ueno et al., 1995) ainsi que les chéloides et
autres cicatrices hypertrophiques (Palamaras & Kyriakis, 2005).

1.3.2.3 Calcium et mort cellulaire

L’activation de multiples voies de signalisation par le calcium fait en sorte que cet
ion peut également moduler des processus de dégradation, tels que ceux impliqués au

niveau de la mort cellulaire par apoptose. Sans détailler les mécanismes moléculaires
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apoptotiques (décrits & la section 1.5), un tour d’horizon des connaissances actuelles

entourant le calcium et I’apoptose sera présenté ici.

Le point de vue prédominant estime que 1’élévation soutenue des niveaux de
calcium intracellulaire favorise I’apoptose (Trump & Berezesky, 1995). Par exemple,
I’apoptose induite entre autres par I’ischémie-reperfusion, I’irradiation aux UV, la
doxorubicine et la staurosporine dépend du calcium (Hajnoczky et al., 2003). L’élévation
de calcium intracellulaire peut conduire au clivage de ’ADN et ainsi a la perte de
intégrité structurale de la chromatine soit directement par 1’activation d’endonucléases,
soit indirectement en activant des protéases, phosphatases et autres facteurs dépendant du
calcium répartis principalement dans le RE, le cytoplasme et la mitochondrie (Nicotera &
Orrenius, 1998). De fagon simplifiée, la déplétion du RE en calcium induite par la
mobilisation calcique, suivie de la hausse de calcium cytosolique ou mitochondrial, sont
impliquées dans 1’exécution de ’apoptose. Au niveau du RE, des protéines tamponnant le
calcium modulent ’apoptose: les cellules déficientes en calréticuline sont résistantes a
I’apoptose alors que celles surexprimant cette protéine présentent une sensibilité accrue a
I’apoptose. Certains membres de la famille de Bcl-2 contrdlent le transport du calcium
intracellulaire (Pinton & Rizzuto, 2006). Par exemple, la protéine anti-apoptotique Bcl-2
diminue le remplissage des réservoirs intracellulaires, ce qui favorise la survie cellulaire en
atténuant les réponses calciques induites par divers stimuli pathologiques (Pinton &
Rizzuto, 2006), tandis que les facteurs pro-apoptotiques Bax et Bak surexprimés induisent
une redistribution rapide du calcium du RE vers la mitochondrie (Nutt et al., 2002). Dans le
cytoplasme, la calpaine (une protéase a cystéine) et la calcineurine (en relayant la
translocation de Bad a la mitochondrie) connectent la hausse de calcium a P’apoptose. Au
niveau mitochondrial, ’excés de calcium favorise non seulement la production d’espéces
réactives dérivées de I’oxygéne par une chaine respiratoire endommagée, mais également la
reliche de facteurs pro-apoptotiques contenus dans I’espace intermembranaire
mitochondrial en permettant ’ouverture du PTP (permeability transition pore) (Hajnoczky

et al.,2003).
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Au milieu des années 1990, plusieurs chercheurs ont émis 1’hypothése que
Putilisation de BCC pourrait étre associée a un risque accru de développement de tumeurs
en raison de la perte d’un signal pro-apoptotique crucial, soit 1’élévation du calcium
intracellulaire (Whitfield, 1992; Fitzpatrick ef al., 1997). Cependant, ce lien n’a jamais été
clairement prouvé et divers laboratoires ont plutdt montré que 1’élévation de calcium
intracellulaire n’est pas requise pour déclencher 1’activation d’endonucléases et 1’apoptose
(Leszczynski et al, 1994; Kluck et al, 1994); une redistribution des réservoirs
intracellulaires serait plutét impliquée. L’activation d’endonucléases dépendantes du
calcium sous-entend une élévation du calcium nucléaire et il appert que cette hausse résulte
en fait de la mobilisation du calcium intracellulaire vers le noyau plutét que d’un influx
transmembranaire accru via les canaux Cayl (Nicotera et al., 1994). De plus, a I’opposé¢ de
la hausse de calcium, il est maintenant clair qu’une baisse de calcium intracellulaire peut
également conduire a 1’apoptose. Il a été proposé que de faibles niveaux calciques puissent
empécher la neutralisation de la charge de I’ADN par les cations, stimulant ainsi 1’apoptose
(Mason, 1999). Plusieurs études démontrent que les antagonistes calciques stimulent ou
inhibent I’induction de 1’apoptose en fonction du type cellulaire, mais a des doses allant
jusqu’a 1000 fois celles requises pour obtenir I’effet pharmacologique sur les canaux Cayl.
La modulation de 1’apoptose par les BCC serait donc parfois indépendante de leur effet sur
le flux calcique a travers les canaux membranaires (Kondo et al., 1995; Li ef al., 1997a).
Néanmoins, certains BCC (incluant la nifédipine, le vérapamil, la nimodipine et
I’amlodipine) favorisent ’apoptose de cellules cancéreuses lorsque administrés seuls ou
encore en combinaison avec des agents anti-cancéreux tel le cis-platine (Kondo et al., 1995;
Li et al., 2006). Au niveau des CML vasculaires du rat, le vérapamil (Leszczynski et al.,
1994) et la nifédipine (Stead et al, 2000) induisent I’apoptose in vitro, tandis que
I’amlodipine (Sharifi & Schiffrin, 1998) et la nifédipine (deBlois et al., 1997) font de méme
in vivo. Toujours in vivo, des BCC provenant des trois sous-classes (ex : vérapamil,
diltiazem et nicardipine) initient I’apoptose de thymocytes chez le rat (Balakumaran et al.,
1996). A I’opposé, les BCC peuvent également protéger les cellules de la destruction par
apoptose, notamment dans les cellules B du pancréas (Juntti-Berggren et al., 1993), les
cellules endothéliales (Escargueil-Blanc et al., 1997), les neurones (Mason ef al., 1999a) et

les cardiomyocytes (Yamanaka et al., 2003; Liu et al., 2004).
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1.3.2.4 Calcium, Contractilité cardiaque et structure cardiaque

Dans les cardiomyocytes, le couplage excitation-contraction représente le processus
par lequel I’excitation électrique du myocyte conduit a la contraction du cceur permettant
I’éjection du sang. Brievement, lors du potentiel d’action cardiaque, le calcium entre dans
la cellule a partir du milieu extracellulaire, déclenchant la relache de calcium du RS vers le
cytosol via le canal RYR2. Cette forte hausse de calcium intracellulaire permet au calcium
de se lier & une composante de la myofibrille, la troponine C, activant ainsi la machinerie
contractile (Bers, 2002). Le mécanisme le plus accepté pour expliquer la relache de calcium
a partir du RS est le CICR, en particulier celui initié par le courant calcique créé via les

canaux Cayl activés lors de la dépolarisation membranaire (Bers, 2002).

1.3.2.4.1 Calcium et hypertrophie cardiaque

Le remodelage phénotypique survenant lors de la phase compensée de
I’hypertrophie cardiaque et celui observé lors de la transition vers ’insuffisance cardiaque
sont contrdlés par de multiples voies de signalisation (tel que décrit & la section 1.4) dans
lesquelles le calcium joue un rdle majeur. En variant la quantité de calcium circulant a

chaque cycle, la force de la contraction cardiaque peut étre ajustée.

Lors de ’hypertrophie cardiaque compensatoire, la voie de ’AMPc / PKA relaie la
réponse inotropique positive a une stimulation B-adrénergique accrue en agissant de trois
fagons sur la signalisation calcique : stimulation des canaux Cayl (augmentant la quantité
de calcium entrant a chaque potentiel d’action), phosphorylation du phospholamban (levant
son effet inhibiteur sur la pompe SERCA) et phosphorylation de RYR (permettant de
relacher plus de calcium a partir du RS). Les agonistes de RCPG couplés a Gyq et PLC,
telles que I’Ang II et I’endothéline impliquées dans I’hypertrophie cardiaque, augmentent
aussi la réponse calcique. Ils favorisent la production d’IP3 conduisant entre autres a
’activation de PKC (pouvant stimuler ou non les canaux Cay! selon I’isoforme impliquée),
de la voie calcineurine-NFAT et de la voie de Ras (Schaub ef al., 2006). En ce qui a trait a
la signalisation en aval de la petite GTPase Ras, soit Raf/MEK/ERK, son activation

transitoire suivie d’un faible signal soutenu participe a la prolifération cellulaire dans
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plusieurs systémes (Agell et al., 2002). Le calcium favorise également ’hypertrophie
cardiaque via I’activation de I’isoforme & de la CaMKII, principale isoforme exprimée dans
le cceur. Le variant cytoplasmique CaMKII 6C phosphoryle entre autres le phospholamban
(Zhao et al., 2004) et les canaux Cayl [facilitant ’entrée de calcium (Wu et al., 2001)],
tandis que le variant nucléaire CaMKII 8B module a la hausse 1’expression de marqueurs
caractéristiques de I’hypertrophie, tels que I’ANP, le BNP, la chaine lourde de la 3-myosine
et l’a-actine de muscle squelettique (Passier et al, 2000). D’autre part, la
déphosphorylation des facteurs de transcription NFAT3 et MEF2 par la calcineurine activée
par le calcium permet a ceux-ci d’initier la transcription de génes, incluant des génes
foetaux exprimés a nouveau dans de nombreux modeles d’hypertrophie cardiaque. La
calcineurine apparait d’ailleurs comme 1’élément principal traduisant la hausse chronique
de la signalisation calcique en une activation de la machinerie transcriptionnelle nucléaire
(Molkentin, 2004). Contrairement a CaMKII pouvant étre activée par des pics de calcium
de forte amplitude, la calcineurine répond plut6t a des élévations soutenues et de faibles
amplitudes de calcium (Molkentin, 2004). Les canaux calciques de type T (Cay3) semblent
également impliqués dans le controle de la prolifération cardiaque puisque suite a leur
disparition a la fin du développement du cceur, ils réapparaissent lors de la croissance

cellulaire pathologique associée a I’hypertrophie cardiaque (Nuss & Houser, 1993).

Globalement, le rdle central de la signalisation calcique dans I’hypertrophie
cardiaque se dégage des études réalisées sur des souris transgéniques surexprimant diverses
composantes du systéme calcique, tels que les canaux Cayl (Song et al, 2002), la
calcineurine et NFAT (Molkentin et al., 1998) et la calsequestrine (Jones ef al., 1998): elles
présentent toutes une hypertrophie. Ainsi, une prévention de ’hypertrophie s’obtient par
I’inhibition individuelle de la majorité de ces composantes. De plus, le cceur du SHR
présente une surexpression des canaux Cayl (Zwadlo & Borlak, 2005) et une entrée de
calcium accrue a travers ceux-ci (Manso et al., 1999) lors de la phase compensée de

I’hypertrophie cardiaque.

A T’opposé, un remodelage causé par une baisse de ’amplitude des courants

calciques caractérise I’initiation de I’insuffisance cardiaque. Entre autres, une diminution de
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I’activité de la pompe SERCA (résultant d’une inhibition accrue par le phospholamban)
(Schwinger et al., 1999) et une modulation a la baisse de la signalisation B-adrénergique
(Naga Prasad et al., 2001) peuvent expliquer les sérieuses difficultés & faire entrer le
calcium et a ’entreposer dans les réservoirs intracellulaires, se traduisant par de faibles
courants calciques dans le cceur en insuffisance. Chez [’humain, une réduction de

I’expression des canaux Cayl s’observe lors de I’insuffisance cardiaque (Borlak & Thum,

2003).

1.3.2.5 Calcium, contractilité vasculaire et structure vasculaire

Le calcium contrdle la lente (par opposition au systéme cardiaque) contraction et
relaxation vasculaire principalement en activant les enzymes responsables de la transition
entre 1’état phosphorylé et non-phosphorylé d’une chaine légere régulatrice de la myosine,
MLC2. Ainsi, la kinase de cette protéine, MLCK, permet le couplage excitation-contraction
dans le muscle lisse, tandis que la phosphatase MLCP déphosphoryle la myosine, entraine

son détachement de I’actine et permet la relaxation musculaire.

Les canaux Cayl laissant entrer le calcium dans la cellule participent a la
modulation du diamétre des artéres et au maintien du tonus myogénique artériel. De cette
facon, il est prévu que toute hausse d’expression ou d’activité des canaux Cayl déclenche
un état de vasoconstriction et soit impliquée dans la pathophysiologie de I’hypertension
artérielle (Wilde et al., 1994). Ainsi, les nombreuses formes d’hypertension présentent
toutes ou presque un tonus vasculaire anormal régi par I’influx calcique a travers les canaux
Cayl de méme qu’un niveau de calcium intracellulaire élevé dans plusieurs types
cellulaires, incluant les CML (Sonkusare et al., 2006). Ce role majeur des canaux Cayl
dans I’hypertension se révele par I’analyse de souris dont le gene codant pour la S.U. aic a
été inactivé spécifiquement dans le muscle lisse. Les artéres de ces souris ne présentent plus
de tonus myogénique ni de contractions induites par une dépolarisation, tandis que leur
tension artérielle chute de 30 mm Hg par rapport a leur t¢émoin de type sauvage (Moosmang

et al., 2003).
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Lors d’une hausse de pression aigué, les CML des petites artéres et artérioles
développent tout d’abord une réponse myogénique (dépolarisation et contraction induites
par I’étirement) qui, si la pression ne retourne pas a un niveau normal, est suivie d’une
réponse adaptative visant a soutenir le plus grand influx calcique requis pour maintenir un
certain niveau de vasoconstriction (Cox & Rusch, 2002). Outre la perte de la conductance
potassique au repos déclenchant 1’ouverture de canaux calciques (Harder et al., 1985),
plusieurs rapports suggerent que I’exposition, méme aigué, a une forte pression
intravasculaire module & la hausse le nombre de canaux Cayl fonctionnels dans les CML
(Wilde et al., 1994; Pesic et al., 2004). La dépolarisation membranaire en tant que telle

semble étre impliquée dans cette hausse du nombre de canaux Cay1 (Pesic et al., 2004).

Les canaux Cayl présentent également une modulation positive de leur activité lors
de conditions associées a I’hypertension. Bien que I’Angll favorise la relache de calcium a
partir du RS principalement via la production d’IP3 (Pfeilschifter et al, 1989), un
mécanisme impliquant I’influx calcique via les canaux Cayl a €té identifié (Arnaudeau et
al., 1996). Entre autres, les effets vasoconstricteurs de 1’ Angll impliquent 1’activation de
canaux calciques (Macrez-Lepretre et al., 1996; Seki et al, 1999) via différents
mécanismes incluant I’activation de PKC (Fish et al., 1988; Macrez-Lepretre ef al., 1996),

de Pi3K (Seki et al., 1999) et celle de protéines a activité tyrosine kinase (Seki et al., 1999).

1.3.2.5.1 Calcium et hypertrophie vasculaire

Bien que de nombreux liens existent entre les changements de calcium
intracellulaire et I’expression génique spécifique du type cellulaire au niveau des muscles
squelettiques, du muscle cardiaque et des neurones, ces interactions n’ont été étudiées que
récemment dans les CML. Ainsi, les mémes signaux contrdlant le couplage excitation-
contraction peuvent moduler des programmes d’expression génique sélectifs ou non pour
les CML (Wambhoff et al., 2006). Par exemple, I’activation des canaux Cayl par la
dépolarisation membranaire détermine 1’expression de marqueurs de différenciation des

CML et ce par un mécanisme sensible a la nifédipine (Wambhoff ef al., 2004).
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Tel que mentionné précédemment, le calcium joue un réle important dans les processus
prolifératifs, notamment ceux observés dans le compartiment vasculaire lors du
développement de I’hypertension (Schwartz, 1984). Le role des canaux Cayl dans le
controle de la croissance des CML est bien établi. Déja en 1992, Jackson et Schwartz
(Jackson & Schwartz, 1992) recensaient une quinzaine d’études démontrant 1’effet
inhibiteur des BCC sur la prolifération de CML in vitro par la mesure de la synthése
d’ADN et/ou du nombre de cellules, dont 10 incluaient des dihydropyridines. Ces études
ont montré que 'influx calcique via les canaux Cayl est critique pour I’initiation de la
prolifération chez les cellules quiescentes. Toutefois, les fortes doses d’antagonistes
calciques employées laissaient planer des doutes sur la spécificité des effets sur les canaux
Cayl, argument renforcé par des études plus récentes. Ainsi, bien que I’effet antiprolifératif
des dihydropyridines, incluant I’amlodipine (Stepien et al., 1997; Lai et al., 2002), semble
étre contr6lé par 1’inhibition des canaux Cayl et par I’inhibition de I’expression de proto-
oncogenes (ex : c-myc et c-fos) et de MAPK (ex : ERK1/2) stimulée par des facteurs de
croissance (Zhu et al., 1994; Herembert et al., 1995; Stepien ef al., 1998), des mécanismes
autres que I’inhibition des canaux Cayl pourraient intervenir (Corsini et al., 1996; Stepien
et al., 1998; Yin et al., 2005b). Ces effets anti-prolifératifs de I’amlodipine pourraient entre
autres étre reliés a la translocation nucléaire du récepteur des glucocorticoides suivie de
I’induction du géne codant pour la protéine inhibitrice de la progression du cycle cellulaire

p2 1 Wafl /Cip]

structure vasculaire in vivo en prévenant et en renversant 1’hypertrophie vasculaire associée

(Ziesche et al., 2004). Les antagonistes calciques modulent également la

a ’hypertension artérielle. Les détails de ces effets seront décrits dans le chapitre traitant de

la modulation pharmacologique de I’hypertrophie cardiovasculaire.

Le role des canaux calciques de type T (Cay3) dans la pathologie hypertensive
demeure peu étudié, leur expression ayant été décelée au niveau de CML pour la premiére
fois dans I’artére cérébrale moyenne et par la suite dans plusieurs autres lits vasculaires,
incluant I’aorte chez le rat (Cribbs, 2006). Bien qu’ils ne contribuent pas significativement
a la vasoconstriction artérielle, ils peuvent participer a la fois a la modulation de la
microcirculation rénale et a la croissance et réplication lors du développement de la
pathologie, étant impliqués dans les phases G1 et S du cycle cellulaire (Cribbs, 2006). Le

canal Cay3.1 a récemment été impliqué dans la prolifération de CML de [’artére
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pulmonaire in vitro grace a I’utilisation de siRNA beaucoup plus spécifiques que le
mibéfradil. De plus, ces canaux activés a de faibles voltages pourraient tre sensibles a
certaines dihydropyridines (Neveu ef al., 1993; Hayashi et al., 2003), bien qu’aucun site de

liaison équivalent a celui présent sur les Cay1 n’ait été identifié.

1.3.3 Effets pléiotropiques des bloqueurs de canaux calciques

De nombreuses évidences fondamentales et cliniques accumulées par divers groupes
indépendants suggérent de plus en plus fortement que les dihydropyridines de troisieme
génération, incluant I’amlodipine et la nercanidipine, possédent des effets indépendants du
blocage des canaux Cayl, tel que relevé tout au long de ce chapitre, particuliérement en
relation avec les effets des BCC sur le contréle de la prolifération et de I’apoptose. Jusqu’a
présent, les données les plus convaincantes demeurent les effets observés en réponse aux
énantiomeéres de BCC dénués d’action sur les canaux Cay1 (Corsini et al., 1996; Orth et al.,
1996; Zhang et al., 2002; Yin et al., 2005b), ainsi que les études réalisées sur les cellules
endothéliales, les fibroblastes cardiaques et les monocytes, tous des types cellulaires non
excitables n’exprimant donc pas les canaux Cayl en condition normale. Les effets
pléiotropiques de ’amlodipine seront décrits dans la présente section, et les mécanismes

actuellement suggérés pour expliquer ces effets seront présentés.

1.3.3.1 Actions pléiotropiques de I’amlodipine

L’amlodipine posséde des propriétés anti-oxydantes dose-dépendantes,

particuliérement en ce qui a trait a I’inhibition de la peroxydation des lipides membranaires
et la modification oxydative des lipoprotéines de faible densité¢ (LDL) aussi bien in vitro

que in vivo (Mason et al., 2003). Ces effets participant a la prévention de I’athérosclérose

par D’amlodipine s’observent a de faibles concentrations (jusqu’a 10 nM) et
indépendamment de la modulation de canaux calciques (Chen et al., 1997). Les radicaux
libres interagissant avec les constituants des membranes lipidiques entrainent une
augmentation de la perméabilité membranaire. L’effet anti-oxydant de 1’amlodipine

pourrait donc également étre impliqué dans la modulation de la perméabilité membranaire

observée dans un modele d’athérosclérose (Tulenko et al., 1999).
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L’effet vasorelaxant de I’amlodipine (Zhang & Hintze, 1998; Asanuma et al., 2005),
ainsi que celui d’autres BCC (Dhein ef al., 1995; Ding & Vaziri, 1998; Kitakaze et al.,

2000), est en partie relayé par une biodisponibilité accrue du NO assurée par deux

mécanismes non mutuellement exclusifs. Premiérement, ’amlodipine augmente la
production de NO en stimulant 1’activité de eNOS (Loke et al., 2001; Lenasi et al., 2003;
Asano et al., 2003; Berkels ef al., 2004). Cette hausse de I’activité de eNOS s’effectue par

un mécanisme dépendant des kinines et de leur récepteur B, dans certains lits vasculaires,
telles que la circulation coronarienne chez le porc et le chien (Zhang et al., 2002; Lenasi et
al., 2003) et ’artére fémorale chez le lapin (Xu et al., 2002). Loke et al (Loke et al., 1999)
ont d’ailleurs démontré, a ’aide de souris pour lesquelles le récepteur B; a été invalidé, que
I’effet de I’amlodipine sur la consommation d’oxygéne par le myocarde dépend du NO par
un mécanisme requérant le récepteur B, des kinines. Par contre, dans les cellules
endothéliales en culture et dans I’aorte de rat, I’activité eNOS accentuée par I’amlodipine
fait plutot intervenir ’activation de p38 MAPK (Asano et al., 2003) et/ou ’inhibition de
PKC (Lenasi et al., 2003). Une seule étude a tenté d’expliquer le lien entre I’amlodipine et
les kinines: une inhibition de I’activité de ’ECA a pu étre observée sur du sérum humain
par ’amlodipine a des concentrations 1000 fois plus élevées que celles requises par un
iECA (Xu et al., 2002). Deuxiémement, la hausse de la biodisponibilit¢ du NO par
I’amlodipine s’effectue également par la prolongation de la demi-vie du NO via les

propriétés antioxydantes de I’amlodipine (Berkels et al., 2004).

Par ailleurs, I’inhibition de PKC dans des cellules non excitables participe aux effets

des BCC, dont la réduction de 1’adhésion des cellules monocytiques THP-1 a I’endothélium
vasculaire par I’amlodipine, (Yu et al., 2003), la production de NO par 1’amlodipine
(Lenasi et al., 2003) et I’atténuation de la perméabilité endothéliale en ischémie par la
nifédipine (Hempel et al., 1999). 1l a également été avancé que ’amlodipine puisse causer

une inhibition de D’agrégation plaquettaire chez les patients hypertendus (Hernandez-

Hernandez et al., 1999) ou angineux, par un mécanisme impliquant en partie la voie du NO

et accompagné de I’inhibition de la formation de thromboxane B, (Chou et al., 1999).
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1.3.3.2 Mécanismes suggérés des effets pléiotropiques de ’amlodipine

Les mécanismes de ces diverses actions demeurent mal compris, mais des
particularités propres a certaines dihydropyridines ainsi que les doses auxquelles elles sont

parfois employées laissent présager certaines explications.

Premierement, la structure de I’amlodipine différe suffisamment de celle des autres
dihydropyridines pour lui conférer des effets qui lui sont spécifiques. A un pH
physiologique, plus de 90% de la fonction aminoéthoxy associée a I’anneau
dihydropyridine de 1’amlodipine se trouve a [’état chargé positivement (Mason et al.,
1989). Cela lui confére ses propriétés lipophiliques, favorisant les fortes interactions
électrostatiques de I’amlodipine avec les groupements phospholipides des membranes et
des lipoprotéines. Son coefficient de partition membranaire supérieur a 10* permettrait
I’accumulation de I’amlodipine dans les membranes cellulaires & des concentrations
excédant de beaucoup les niveaux plasmatiques, générant ainsi un réservoir d’amlodipine
disponible pour se lier aux canaux Cayl sur une période de temps prolongée (Burges et al.,
1987; Mason et al., 2000). Cette charge positive et cette forte affinité lipidique sont entre
autres impliquées dans I’effet anti-athérogénique de I’amlodipine en inhibant 1’agrégation
de LDL oxydés, un effet ne pouvant étre reproduit par d’autres BCC non chargés ni par le
ramipril (Phillips & Preston, 2003). De plus, les propriétés physico-chimiques de
I’amlodipine permettent la mise en place de mécanismes éteignant la réaction radicalaire en
chaine a la base de la peroxydation lipidique. Ces mécanismes anti-oxydants incluent la

formation de structures de résonance et le don de protons (Mason et al., 1999b).

Deuxiémement, diverses dihydropyridines présentent des interactions fonctionnelles
avec plusieurs structures autres que la S.U. a; des canaux Cayl lorsqu’elles sont étudiées a
de fortes doses (Zernig, 1990). Le transporteur de nucléosides (Striessnig et al., 1985) ainsi
que la glycoprotéine P (Yang et al., 1988) et le transporteur ABCG2 associés a la résistance
multiple aux médicaments (Shukla et al, 2006) figurent parmi les structures pouvant
interagir avec des antagonistes calciques lors d’essais de liaisons. Ces cibles pourraient étre

impliquées dans les effets pléiotropiques des BCC, incluant I’amlodipine.
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1.4 Les dommages aux organes cibles de [P’hypertension

artérielle et leur modulation pharmacologique

La tension artérielle chroniquement élevée, de par les dommages structuraux et
fonctionnels qu’elle engendre dans la majorité des organes vitaux, constitue un facteur de
risque majeur de morbidité et de mortalité cardiovasculaire. Les organes cibles de
I’hypertension artérielle et les dommages qui leur sont associés incluent les yeux
(rétinopathie), le cerveau (démence, ischémie, accident vasculaire cérébral), les reins
(microalbuminurie, glomérulopathie, insuffisance rénale), le cceur (ischémie, insuffisance
cardiaque) et le réseau vasculaire périphérique (artériosclérose, etc.) (Cohuet & Struijker-
Boudier, 2006). Ces événements sont reliés par des atteintes du réseau vasculaire et plus
particuliérement de la microcirculation. L’objectif de cette thése étant dirigé sur le
remodelage structural vasculaire et cardiaque a l’origine de ces conséquences
physiologiques, le présent chapitre décrira les altérations structurales de ces syste¢mes dans
I’hypertension artérielle, les mécanismes impliqués et la pharmacothérapie du remodelage

cardiovasculaire hypertensif.

1.4.1 Systéme vasculaire

1.4.1.1 Structure des artéres

Les vaisseaux sanguins normaux englobent trois couches tissulaires bien distinctes,
soit I’intima, la média et I’adventice. L’intima tapisse l’intérieur des vaisseaux et se
compose d’une fine monocouche de cellules endothéliales supportée par une couche aussi
mince de tissu conjonctif. Son intégrité est critique, car une lésion de I’endothélium peut
éventuellement conduire a 1’athérosclérose. Cette premiére couche controle de nombreuses
activités en synthétisant et libérant des médiateurs endothéliaux pouvant entre autres
moduler la contraction / relaxation vasculaire ainsi que la croissance / survie des CML.
Dans le réseau artériel, une couche de tissu élastique (lamelle élastique interne) marque la
frontiére entre ’intima et la média. La média, située au milieu d’un vaisseau sanguin,
représente généralement la plus épaisse des trois tuniques. Elle est formée principalement

de CML déterminant le tonus vasculaire, et qui, étant entourées de tissu élastique dans des
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proportions variées, déterminent les roles principaux des divers vaisseaux. Les grosses
artéres de conductance, telles que ’aorte et la carotide, présentent une tunique médiale
dominée par le tissu élastique. Les nombreuses couches de muscle lisse de ces artéres se
trouvent ainsi séparées par des lamelles élastiques, leur conférant une force nécessaire pour
supporter la pression hémodynamique lorsque le sang quitte le coeur et 1’élasticité requise
pour amortir le débit pulsatile créé par le cceur battant. La majorité des autres artéres,
incluant les petites artéres de résistance, possédent plutét un caractére musculaire, étant
dominées par du muscle lisse. Au niveau des artérioles, le nombre de couches de muscle
lisse chute a un point tel que la média des plus petites, soit celles situées tout juste avant le
lit capillaire, ne présente qu’une simple couche de CML. La lamelle élastique externe
délimite la média de I’adventice. Cette adventice, composée de tissu conjonctif fibreux,
forme la couche externe des vaisseaux sanguins. QOutre les fibroblastes prédominants,
I’adventice comprend aussi des terminaisons nerveuses, quelques CML et d’autres types

cellulaires variés étant tous disposés entre des fibres de collagene.

1.4.1.2 Pathophysiologie dans I’hypertension artérielle

L’architecture des vaisseaux sanguins peut faire 1’objet d’un remodelage en réponse
a certains stimuli (ex : hypertension (Folkow, 1990), variabilit¢ du débit (Kamiya &
Togawa, 1980), etc.), dont le plus fort demeure sans contredit 1’élévation chronique de la
tension artérielle. Ainsi, suite 4 une coarctation aortique, seulement la région hypertensive
présente un accroissement de 1’espace occupé par la paroi vasculaire (Ollerenshaw er al.,
1988). La hausse de pression sanguine éléve la tension pariétale, qui accroit quant a elle le
stress sur les parois vasculaires (contrainte circonférentielle). Les moyens de normaliser ce
stress (sans altérer la pression sanguine) incluent la réduction du rayon de la lumiére et

I’épaississement de la paroi vasculaire.

L’effet classique du remodelage vasculaire hypertensif demeure une augmentation
du ratio entre I’espace occupé par la média et celui occupé par la lumiére vasculaire. Cette
modification survient suite au réarrangement du matériel préexistant autour d’un diametre
interne réduit, sans augmentation des dimensions de la média. Un tel remodelage est dit

eutrophique interne, par opposition au remodelage hypertrophique caractérisé par un
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volume pariétal accru, tel que présenté a la figure 4 indiquant la nomenclature proposée en
1996 (Mulvany et al., 1996). Le remodelage vasculaire s’accompagne d’un mélange de
modifications cellulaires (hypertrophie, hyperplasie, polyploidie, mort ou migration
cellulaire) et matricielles (déséquilibre entre synthése et dégradation de matrice
extracellulaire). Le remodelage hypertrophique sous-entend une augmentation de la masse
tissulaire, soit par une hypertrophie cellulaire caractérisée par une augmentation de la taille
des cellules suite a la synthése accrue de protéines sans modification du contenu en ADN,
soit par une hyperplasie cellulaire caractérisée par une augmentation du nombre de cellules
et du contenu en ADN. Une combinaison de ces deux situations s’observe fréquemment. La
mise en place de ces processus dépend fortement du calibre du vaisseau en question et des
stimuli auxquels il répond. Les études sur des modéles expérimentaux d’hypertension
artérielle et plus récemment chez I’humain révelent, de fagcon simplifiée, la présence d’un
remodelage hypertrophique dans les grosses artéres de conductance (externe pour les
artéres proximales et sans modification du diamétre interne pour les arteres distales), et

d’un remodelage eutrophique interne dans les petites artéres de résistance.
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Figure 4. Les différents modes du remodelage vasculaire.

Le diagramme montre comment le remodelage modifie les vaisseaux sanguins, montrés
suite a une coupe transversale. A partir du point de départ (niveau basal au centre du
diagramme), ’aire de section transverse peut soit augmenter (hypertrophique), ne pas
changer (eutrophique) ou étre réduite (hypotrophique). Ces modifications peuvent
s’effectuer de fagon 4 réduire le diamétre de la lumiére (interne) ou a I’augmenter (externe).
Les situations rencontrées dépendent & la fois du stimulus initiateur et du calibre du lit
vasculaire, tel que décrit dans le texte.

1.4.1.2.1 Remodelage des grosses artéres

Le remodelage hypertrophique associé aux gros troncs artériels résulte
principalement d’une hypertrophie des CML favorisant 1’épaississement de la média (Lee,
1987; Owens, 1989). Toutefois, I’analyse de 1’aorte de divers modeles d’hypertension
artérielle révéle également une hausse du contenu en ADN (Bevan et al., 1976) et/ou de la
synthése d’ADN (De Mey et al., 1991), suggérant la participation de mécanismes autres

qu’une simple hypertrophie cellulaire. Aussi bien I’apparition de cellules polyploides
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préférentiellement dans les grosses artéres comparées aux petites arteres (Owens, 1989;
Black et al., 1989) que la présence d’une hyperplasie cellulaire dans les gros troncs (Bevan
et al., 1976; Jurukova et al., 1976; Wiener et al., 1977, Olivetti et al., 1982; Levy et al.,
1994), bien que non observée par tous (Olivetti et al., 1980; Lee, 1987), peuvent expliquer
cette modulation de I’ADN. Les conclusions divergentes concernant I’hyperplasie
soulignent 4 la fois une réponse dépendante de I’espéce et du modéle expérimental a I’étude
[hypertrophie plus fréquente dans les modéles chroniques d’hypertension artérielle et
hyperplasie plutot associée a une hypertension artérielle sévére aigué (Owens, 1989)] ainsi
que la variabilité des méthodes de détection employées (a4 deux dimensions versus a trois
dimensions). L’augmentation de la synthése de composantes de la matrice extracellulaire
(collagéne, élastine, protéoglycans, etc.) participe aussi au remodelage vasculaire
hypertensif. Toutes ces modifications surviennent habituellement suite a la hausse de
pression sanguine; ils ne précédent pas I’hypertension et surviennent lorsque les anomalies
neuro-humorales responsables de 1’élévation de la tension artérielle sont déja enclenchées.
Ce remodelage permet donc aux vaisseaux de composer avec une tension pariétale
accentuée, mais limite du méme coup la distension des artéres et contribue ainsi a la perte
de compliance caractéristique des gros vaisseaux dans I’hypertension artérielle (Safar &
Laurent, 1993). En effet, 4 court et 4 moyen terme, les gros troncs élastiques arborant un
élargissement progressif de leur diamétre interne (telles 1’aorte et la carotide, mais non les
artéres musculaires un peu moins grosses comme la fémorale, la brachiale et la radiale)
présentent une réduction de la compliance vasculaire (Mayet & Hughes, 2003). Elle est le
résultat d’un amalgame de facteurs allant de ’altération de la composition de la matrice
extracellulaire a2 I’augmentation du tonus, de 1’épaisseur de la paroi et du nombre de
cellules vasculaires. Les vaisseaux sanguins deviennent plus rigides lorsqu’ils sont
distendus. En conséquence, la vitesse a laquelle ’onde de pulsation voyage est augmentée,
ce qui en fait une mesure de la rigidité artérielle. Cette rigidité artérielle contribue a
’augmentation de la pression pulsée, qui est en soit un facteur de développement de
I’hypertrophie ventriculaire gauche. A long terme, ce remodelage potentialise le
développement de I’athérosclérose et de ses complications: les anomalies hémodynamiques
liées aux dommages pariétaux de ces grosses artéres peuvent conduire a la déposition de
cholestérol et de lipides aux sites de lésion, et éventuellement & I’obstruction de ces

vaisseaux.
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1.4.1.2.2 Remodelage des petites artéres

Les artéres de résistance soumises a une forte pression intravasculaire se remodélent
en augmentant le ratio média/lumiére (Heagerty et al., 1993), une situation associée avec
une hausse de la prévalence d’événements cardiovasculaires sur une période de 10 ans
(Rizzoni et al., 2003). Contrairement a 1’hypertrophie cellulaire prédominante dans les
grosses artéres, les petites artéres répondent précocement [possiblement la premiére
manifestation de dommages aux organes cibles (Park & Schiffrin, 2001)] en présentant un
remodelage eutrophique (Heagerty er al., 1993) sans augmentation de la prévalence de
cellules polyploides. Afin de maintenir le caractére eutrophique de ce remodelage, une
apoptose accrue de CML peut s’observer (Intengan & Schiffrin, 2001). Un tel remodelage
eutrophique interne a été identifié sur des biopsies cutanées fessiéres obtenues de patients
présentant une hypertension essentielle (Heagerty et al., 1993; Schiffrin & Deng, 1996). Le
mode de remodelage des petites artéres semble toutefois dépendant des stimuli initiateurs
puisque les CML des petites artéres présentent plutot une hypertrophie dans I’hypertension
secondaire (hypertension rénovasculaire) (Owens, 1989; Rizzoni et al., 2000a). Le
remodelage vasculaire eutrophique s’accompagne d’une déposition accrue de matrice
extracellulaire permettant de réorganiser le matériel cellulaire autour d’une lumiere réduite
et I’intégrant dans un état de vasoconstriction chronique (Intengan & Schiffrin, 2000). Ce
remodelage semble étre une adaptation vasculaire en réponse a une forte tension artérielle,
méme si quelques groupes ont suggéré au fil des ans que ces dommages surviendraient
avant la hausse de pression et seraient donc a la base du développement de ’hypertension
artérielle. Par contre, il ressort clairement que ce remodelage interne des petites artéres
contribue au maintien et 4 I’augmentation de la résistance vasculaire périphérique (en
diminuant la vasodilatation maximale) puisque selon la loi de Poiseuille, méme une
réduction mineure de la lumiére augmente significativement la résistance au flot, celle-ci
étant inversement proportionnelle & la puissance quatrieme du rayon de la lumiére. Ce
remodelage hypertensif des petites artéres favorise donc a la fois une réduction de la
réserve vasodilatatrice, particuliérement au niveau des coronaires, et une réponse
vasoconstrictrice exagérée bien que celle-ci demeure controversée (Izzard ef al., 1996). Au
niveau de la microcirculation, le changement majeur lors de [’hypertension artérielle

consiste en une réduction de la densité d’artérioles et de capillaires due & une absence de
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perfusion de ces vaisseaux ou encore a leur oblitération (Serne et al., 2001). La perte de
cellules endothéliales par apoptose contribue a la raréfaction microvasculaire hypertensive
(Gobe et al., 1997) et favorise les dommages aux organes cibles en restreignant la perfusion
de ceux-ci lorsque leur demande s’accroit. Les altérations structurales a la microcirculation
sont considérées comme des manifestations précoces de I’hypertension artérielle et des
maladies cardiovasculaires, étant donné que ce segment vasculaire controle en grande partie

la résistance périphérique.

1.4.1.2.3 Dysfonction endothéliale

Outre les changements structuraux décrits ci-dessus, la dysfonction endothéliale
représente une caractéristique fondamentale de la pathophysiologie du réseau vasculaire
dans I’hypertension artérielle. Elle décrit une multitude d’altérations a la fonction normale
de I’endothélium, autant au niveau de la vasoréactivité, de 1’équilibre entre les mécanismes
pro- et anti-inflammatoires, de ’adhésion de cellules circulantes et du contrdle de la
croissance et de la survie endothéliale. L’ altération principale & laquelle nous référerons
concerne la dysfonction de la relaxation vasculaire dépendante de 1’endothélium
(Vanhoutte, 1989). Celle-ci est créée par une réduction de la biodisponibilit¢ du NO
pouvant étre causée soit par une baisse de la production de NO [réduction de I’expression
de I’enzyme produisant le NO dans I’endothélium (eNOS) et/ou de son activité via un
manque du substrat (L-arginine), du co-facteur essentiel tétrahydrobioptérine (BH4) ou par
la présence d’un inhibiteur endogéne de eNOS, la dyméthylarginine asymétrique (ADMA)
(Dayoub et al., 2003)], soit par une dégradation rapide du NO par les especes réactives
dérivées de I’oxygéne (tel que le superoxyde réagissant avec le NO pour former du
peroxynitrite). Une telle altération de la relaxation endothélium-dépendante a été identifiée
dans plusieurs modéles d’hypertension, de diabéte, d’insuffisance cardiaque et de
tabagisme, de méme que dans les vaisseaux de patients hypertendus (Panza et al., 1990). La
dysfonction endothéliale peut étre renversée chez I’humain par ’ajout de BH4, dont le
catabolisme est accéléré dans les artéres exposées a un fort stress oxydant (Katusic, 2001).
A TI’opposé, la production accrue d’ET-1 vasoconstrictrice pourrait contribuer a 1’élévation

de la tension artérielle et aux complications de I’hypertension.
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1.4.1.2.4 Mécanismes moléculaires impliqués dans le remodelage vasculaire

Les mécanismes contribuant au remodelage artériel sont intégrés au niveau des
CML multifonctionnelles qui permettent de déclencher de multiples processus, incluant la
croissance (hypertrophie), la prolifération (hyperplasie), I’apoptose, la vasoconstriction, la
migration et la réorganisation de ces cellules dans une matrice extracellulaire a la

composition altérée.

La croissance cellulaire exagérée, hypertrophique, et la réplication des CML
peuvent étre stimulées par des facteurs de croissance (FGF, PDGF, etc.), des hormones
(catécholamines, Ang II, ET-1, etc.) et autres (thrombine, TNF-a, etc) (Jackson &
Schwartz, 1992). En particulier, ’Ang II stimule la synthése protéique et peut activer des
systémes de transport transmembranaire influengant les mouvements ioniques et ceux de
I’eau. Ces réponses sont accentuées chez les patients hypertendus et impliquent les MAPKs
ERK1/2 et JNK continuellement activées lors du développement de 1’épaississement des
parois vasculaires dans les modéles murins d’hypertension artérielle (Kim & Iwao, 1999).
Les autres mécanismes en aval de la stimulation des récepteurs de I’Ang II ont été revus a
la section 1.2.1. La croissance exagérée des CML vasculaires dans un individu adulte
implique une modification phénotypique de celles-ci, passant d’un phénotype différencié
/contractile a un phénotype dédifférencié/synthétique (Pauletto et al, 1994). Les
mécanismes endothéliaux qui normalement favorisent I’inhibition de la croissance
vasculaire (ex : NO et TGF-B) peuvent également étre altérés, et ainsi ne pas €tre en mesure
de stopper la croissance, pouvant méme au contraire la favoriser (ex : TGF-B) (Hamet et
al.,, 1991). De plus, une déficience de I’activité du systéme kallikréine-kinines a été
associée au remodelage eutrophique interne de I’artére brachiale humaine, suggérant
qu’une réduction de ’activité de ce systéme puisse permettre le remodelage vasculaire
pathologique (Azizi et al., 2005), tandis qu’une hausse de son activité présenterait des

effets bénéfiques (Carretero, 2005).
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La prolifération cellulaire a la base de I’hyperplasie peut entre autres étre activée par

I’Ang 1II tout dépendant du lit vasculaire (Geisterfer et al., 1988; Gibbons et al., 1992;
Touyz et al., 1999). Cette réplication accrue de CML persiste en culture, suggérant la
contribution de facteurs génétiques, et n’est pas contrebalancée parfaitement par 1’apoptose
lors du remodelage hypertrophique, résultant en 1’épaississement de la média et révélant le
role crucial du maintien de I’équilibre entre la prolifération (hyperplasie) et la mort
cellulaire (apoptose) dans I’homéostasie structurale vasculaire (Vega et al., 1999; Rizzoni
et al., 2000b). La mort cellulaire par apoptose participe a la raréfaction capillaire et
I’anoikose (mort cellulaire par détachement de la matrice) pourrait participer a la
dysfonction vasculaire dans I’hypertension. En plus de ces divers facteurs neuro-humoraux
et de croissance contrdlant la structure vasculaire, des signaux relayés par des facteurs
mécaniques tel 1’étirement participent a la croissance/prolifération (hausse de la synthése
protéique et du contenu en ADN) et a la production de matrice extracellulaire (Williams,
1998). La réponse générée par ces facteurs mécaniques implique la production d’Ang 1II, de
PDGF et le stress oxydant; la méchanotransduction (conversion du stimulus mécanique en
signal biologique) conduisant au remodelage eutrophique semble impliquer les intégrines,
particuliérement oyB; (VanBavel & Mulvany, 2006). Le calcium joue également un rdle
prépondérant dans les mécanismes favorisant la croissance et la prolifération, tel que décrit

a la section 1.3.

La hausse de déposition de matrice extracellulaire résulte non seulement d’une
synthése accrue de collagéne favorisée entre autres par 1’Ang II (Touyz ef al., 2001), mais
également d’une atténuation de la dégradation de matrice via une diminution de Iactivité
de MMP ou encore une augmentation de la production d’inhibiteurs tissulaires de MMP
chez les patients hypertendus (Laviades et al., 1998) pouvant également étre relayée par
I’Ang II (Castoldi et al., 2003). Cet effet de ’Ang II sur la déposition de collagéne
s’observe a des doses sub-pressives dans les vaisseaux de résistance, suggérant que le

remodelage dans ces vaisseaux n’est pas strictement secondaire a la hausse de pression.

Le stress oxydant (principalement les espéces réactives superoxyde et peroxyde

d’hydrogéne) généré entre autres par I’Ang II et I’endothéline participe au remodelage
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vasculaire. I contribue (en augmentant la concentration de calcium intracellulaire, en
influencant des voies de signalisation sensibles a I’état d’oxydoréduction du
microenvironnement et en créant des modifications oxydatives sur diverses protéines) a la
croissance, & la prolifération et & la mort cellulaire, & la vasoconstriction (directement ou
par I’atténuation de la relaxation endothélium-dépendante), & la déposition de matrice
extracellulaire, etc. (Paravicini & Touyz, 2006). L’Ang II active la production de
superoxyde par la NADPH oxydase, et I’activité accrue de la tyrosine kinase c-Src amplifie

cette production de stress oxydant (Touyz et al., 2003).

1.4.1.3 Pharmacothérapie du remodelage vasculaire hypertensif

La thérapie antihypertensive, en plus de la réduction de la pression sanguine, vise a
normaliser les changements structuraux apparus lors du développement de I’hypertension
artérielle et sa chronicité de fagon a en prévenir les conséquences délétéres, notamment en
ce qui a trait au développement de I’athérosclérose (Mulvany, 1992). Dés les années 1970,
il a été établi que le remodelage vasculaire pathologique hypertensif pouvait étre renversé,
du moins partiellement, par la réduction de la tension artérielle et que cela implique en
partie une réduction de la masse du muscle lisse et/ou une réduction du nombre de cellules
(Wolinsky, 1971; Warshaw et al., 1980). Il a ensuite été suggéré que I’inhibition de I’Ang
II puisse réduire I’hypertrophie vasculaire au-dela de I’effet prédit par la baisse de pression
(Owens, 1987). Des études cliniques récentes suggerent que ces antihypertenseurs,
principalement les iECA et les antagonistes AT, puissent réduire la morbidité et mortalité
cardiovasculaire et rénale au-dela de la simple baisse de pression. Ces médicaments, de
méme que les BCC, permettent de normaliser la structure des vaisseaux de résistance chez

I’humain (Schiffrin et al., 2000; Rizzoni et al., 2005).

Les iECA semblent particuliérement efficaces pour réduire I’hypertrophie artérielle
et I’accumulation de matrice extracellulaire chez 1’animal hypertendu, en plus de corriger la
structure des vaisseaux chez des patients hypertendus (Schiffrin er al., 1995). Les iECA
inhibent la migration et la prolifération de CML, réduisent le stress oxydant et possédent
des propriétés anti-athérogéniques (Lonn ef al., 1994). Les effets des antagonistes AT},

quoique bien démontrés, semblent dépendre du modéle étudié. Ainsi, dans le modele
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indépendant de la rénine 1-rein 1-pince présentant une tension artérielle indépendante de
’activation du SRA, le losartan ne prévient pas la hausse de 1’aire de section de la média
aortique ni carotidienne (Parker et al., 2000). Cela suggere que dans ce modele, tout comme
chez le rat DOCA-sel, la pression et non 1’Ang II contribue principalement a I’hypertrophie
vasculaire. Les multiples études cliniques réalisées sur ’efficacité¢ des BCC, incluant
I’amlodipine (Schiffrin et al., 2002), démontrent leurs effets positifs sur les lésions
vasculaires, la progression de 1’athérosclérose et la réduction du ratio de I’épaisseur intima /
média (Cohuet & Struijker-Boudier, 2006). De plus, la régression de I’hypertrophie des
gros troncs artériels du SHR avec I’isradipine est reliée & la réduction de I’hyperplasie
médiale, mais seulement au niveau aortique (Levy et al., 1994). Ces résultats obtenus avec
les BCC reflétent bien ’influence de I’influx calcique sur les mécanismes impliqués dans la
migration et la prolifération des CML. Ces divers traitements semblent prévenir / renverser
I’hypertrophie des gros troncs artériels en partie en empéchant 1’apparition ou en éliminant
les cellules polyploides, qui peuvent représenter jusqu’a 20% des CML au niveau aortique
chez le SHR ayant dépassé 1’Age de 30 semaines (Devlin ef al., 1995a). L’élimination de
ces cellules implique soit leur division en deux cellules filles, soit leur mort, possiblement
par un mécanisme apoptotique. De plus, les iECA, les antagonistes AT, et les BCC
réduisent la rigidité artérielle, souvent de fagon plus prononcée que les prédictions basées
sur la baisse de pression (Mahmud & Feely, 2004; Lacourciere et al., 2004) et selon une
cinétique remarquablement divergente de la baisse de pression aigué (Shargorodsky ef al.,

2002). Ces mémes traitements permettent de corriger la dysfonction endothéliale.

Toutefois, les traitements antihypertenseurs ne sont pas tous égaux du point de vue
de la modulation de la masse vasculaire (Schachter, 1991). Ainsi, méme lorsqu’ils réduisent
efficacement la pression artérielle, les B-bloqueurs, tel 1’aténolol, ne renversent pas le
remodelage pathologique des vaisseaux de résistance (Thybo et al., 1995; Schiffrin ef al.,
2000; Schiffrin et al., 2002). De fagon similaire, bien que certains diurétiques particuliers
comme I’indapamide (Richard et al., 1996) puissent augmenter la compliance systémique
et carotidienne indépendamment de la baisse de pression dans certains modéles animaux,
les diurétiques en général demeurent peu efficaces quant & la correction du ratio
média/lumiére chez des patients hypertendus (Asmar et al., 1993; Sihm ef al., 1998). De

plus, ’hydralazine, un vasodilatateur direct, ne permet pas de renverser le remodelage
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aortique pour une baisse de pression équivalente & celle obtenue avec un antagoniste AT,
un BCC ou un iECA (Freslon & Giudicelli, 1983; Soltis, 1993; deBlois et al., 1997). Une
divergence d’efficacité entre les classes d’antihypertenseurs couramment employés
s’observe également au niveau de la préservation de la qualité (perfusion optimale des
organes vitaux) et de la densité de la microcirculation artériolocapillaire. Les iECA
présentent de tels effets, mais pas les B-bloqueurs ni I’hydrochlorothiazide, un diurétique
(Dahlof & Hansson, 1993; Chillon & Baumbach, 1999). Ainsi, la variabilité des différentes
classes d’antihypertenseurs quant & leur efficacité a corriger la structure des vaisseaux et la
dysfonction endothéliale pourrait influencer la morbidité et la mortalité cardiovasculaire a
plus long terme que la période généralement couverte par les essais cliniques randomisés
actuels (Rizzoni et al., 2003) pour lesquels les divers antihypertenseurs IECA, BCC et
diurétiques) présentent une efficacité similaire lorsque la tension artérielle est bien
contrélée, comme dans 1’étude ALLHAT (ALLHAT Officers and Coordinators for the
ALLHAT Collaborative Research Group, 2002).

Bien que Iefficacité des inhibiteurs du SRA et des BCC quant a la prévention et/ou
la régression du remodelage artériel hypertensif soit généralement admise, les mécanismes
impliqués ne demeurent étudiés qu’en surface. Au niveau de la prévention, il est aisé
d’imaginer que P’inhibition des mécanismes décrits a la section 1.4.1.2.2 puisse participer a
ces effets bénéfiques. Toutefois, une divergence entre les mécanismes impliqués dans la
prévention et ceux de la régression est apparente. Par exemple, (Gohlke ef al., 1996) ont
rapporté un effet préventif de I'iECA ramipril sur I’hypertrophie / hyperplasie mésentérique
chez le SHR, sans toutefois que cet iECA ne soit en mesure de régresser ce remodelage
lorsque le traitement est initié suite a son apparition. La capacité de ’hydralazine de
prévenir mais pas renverser ’hyperplasie / hypertrophie vasculaire en est un autre exemple.
Parmi les mécanismes gouvernant la régression du remodelage vasculaire hypertensif, il a
été suggéré que l’induction de I’apoptose de CML puisse initier le renversement de
’hypertrophie aortique chez le SHR (deBlois ef al., 1997; Sharifi & Schiffrin, 1998;
Marchand et al., 2003).
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1.4.2 Remodelage cardiaque hypertensif

La maladie cardiaque hypertensive se caractérise par des manifestations structurales
précoces de dommages a cet organe cible, incluant I’hypertrophie ventriculaire gauche
(HVG), la fibrose cardiaque et 1’épaississement des artéres coronaires intramyocardiques.
Ces changements anatomiques se répercutent au niveau physiologique par des perturbations
du débit sanguin myocardique, par le développement d’une arythmogénicité ainsi que par
une dysfonction diastolique (Diamond & Phillips, 2005). Suite au développement de
I’HVG permettant de compenser pour la charge de travail accentuée (principalement causée
par une résistance vasculaire périphérique accrue), ainsi qu’a I’apparition de la fibrose
interstitielle et périvasculaire, la phase décompensée du remodelage cardiaque hypertensif
survient. Celle-ci est caractérisée par une dysfonction diastolique représentée par des
anomalies du remplissage diastolique et de la relaxation du ventricule gauche qui

accentuent la transition vers I’insuffisance cardiaque.

Le remodelage cardiaque hypertensif s’étend sur plusieurs mois et méme plusieurs
années chez ’humain et peut étre ramené & une échelle de semaines dans des conditions
expérimentales sur des petits animaux. L’HVG constitue un facteur de risque indépendant
pour le développement de maladies cardiovasculaires: risque accru de maladies
coronariennes, d’insuffisance cardiaque, d’accidents vasculaires cérébraux, d’arythmies
ventriculaires et de mort soudaine (Gosse, 2005). La prévention et la régression de 'HVG

par les antihypertenseurs constitue donc un des objectifs du traitement.

Aprés un apergu de Darchitecture cellulaire ventriculaire, cette section décrira le
remodelage cardiaque hypertensif d’un point de vue structural, cellulaire et moléculaire,
ainsi que les effets de traitements pharmacologiques sur la prévention et la régression de ce

remodelage.

1.4.2.1 Architecture cellulaire cardiaque

Le muscle cardiaque forme un syncytium fonctionnel reposant sur deux grandes

catégories de cellules, soit les cardiomyocytes du compartiment contractile et les non-
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cardiomyocytes regroupant tous les autres types cellulaires présents dans le cceur. Le
compartiment cardiaque non myocytaire inclut donc les fibroblastes, les cellules vasculaires
(CML formant la couche médiale des artéres intramyocardiques et cellules endothéliales
tapissant ces artéres et les capillaires), les cellules mésothéliales présentes dans le péricarde,
les cellules du systéme immunitaire local (mastocytes, macrophages, etc.) ainsi que, dans
une plus faible proportion, les cellules embryonnaires aux phénotypes variés. Parmi tous
ces non-cardiomyocytes, les fibroblastes constituent la sous-population principale en terme
de quantité. Le réseau élastique de cardiomyocytes est emmélé dans une matrice de

collagéne connectant les cardiomyocytes et supportant le réseau vasculaire coronarien.

Les cardiomyocytes occupent environ les trois quarts de I’espace physique (masse)
du cceur en raison du volume de I’appareil contractile présent dans ces cellules. Par contre,
’évaluation de la contribution des cardiomyocytes au nombre total de cellules cardiaques
révéle I’inverse : ils ne comptent que pour le quart des quelques millions de cellules dans le
ceeur, les fibroblastes étant les plus nombreuses (entre 60% et 70% des cellules cardiaques,
selon les études). L’organisation spatiale de ces différents types cellulaires est présentée a

la figure 5.
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Figure 5. Représentation schématisée des myocytes et des non-myocytes dans le cceur.

Les non-cardiomyocytes présents en trés faible proportion ne sont pas représentés
(mastocytes, macrophages, cellules souches embryonnaires, etc.), et les proportions entre
les différentes composantes du tissu cardiaque ne sont pas a I’échelle. Adaptée de Weber &
Brilla, 1991.

1.4.2.2 Hypertrophie ventriculaire gauche

L’organe dynamique qu’est le cceur peut se modifier de fagon a accommoder des
altérations au niveau de sa charge de travail. Il s’hypertrophie, avec croissance ubiquitaire
des cardiomyocytes, lors de son développement (entre la naissance et ’dge adulte), en

réponse 4 un stimulus physiologique (exercice ou grossesse) ou encore lors d’insultes
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pathologiques (ex : résistance vasculaire périphérique accrue). Cette adaptation a la hausse
de pression et/ou du stress exercé sur la paroi ventriculaire gauche permet d’abaisser la
tension pariétale ventriculaire et/ou d’augmenter la fonction cardiaque en multipliant les
unités contractiles. L’état ainsi décrit correspond a I’hypertrophie compensée. Lors de
I’hypertrophie physiologique ou associée au développement, la croissance de la paroi
ventriculaire et du septum s’accompagne d’une augmentation des dimensions de la cavité
ventriculaire. Cette forme d’hypertrophie, dite excentrique, apparait suite a I’élongation des
cardiomyocytes réalisée par 1’addition prédominante de sarcoméres en série par rapport a
ceux ajoutés en périphérie (en paralléle). Une surcharge volumique favorise aussi le
développement d’une hypertrophie excentrique. Ces situations présentent un dénominateur
commun, soit la durée transitoire de la charge hémodynamique excessive & 1’opposé de
’augmentation persistante de la charge caractérisant les conditions pathologiques. Ainsi,
I’hypertrophie développée en réponse a une hypertension chronique (surcharge pressive) se
caractérise par une augmentation de I’épaisseur de la paroi ventriculaire gauche et du
septum sans changement appréciable du volume de la chambre, si ce n’est une réduction de
la cavité. Cette hypertrophie, dite concentrique, se caractérise par un épaississement des
cardiomyocytes (hausse de I’aire de section) produit par la déposition prédominante de
nouveaux sarcoméres en paralléle (Heineke & Molkentin, 2006); le SHR constitue un
modeéle d’hypertension artérielle avec HVG concentrique. Sans égard au phénotype
cellulaire, la caractéristique fondamentale de I'HVG demeure une masse cardiaque

augmentée (Anversa ef al., 1986).

Lors du développement de ’'HVG, le remodelage ne dépend pas uniquement de
I’hypertrophie des cardiomyocytes, mais également de modifications dans le compartiment
non myocytaire. En effet, les non-cardiomyocytes peuvent aussi s’hypertrophier, mais en
plus ils se divisent par mitose, favorisant ’hyperplasie de cellules interstitielles. La
croissance des cardiomyocytes et I’hyperplasie de non-cardiomyocytes peut survenir de
facon indépendante et s’observe chez le SHRou une hyperplasie des fibroblastes
cardiaques apparait uniquement dans le ventricule gauche (Der Sarkissian ef al., 2003).
Outre la modification majeure concernant le nombre de fibroblastes, une légére
augmentation de la densité de cellules inflammatoires myocardiques (macrophages, cellules

T, lymphocytes cytotoxiques, etc.) s’observe lors de I’hypertension expérimentale
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(Nicoletti et al., 1996). De plus, la raréfaction des capillaires survenant lors du remodelage
cardiaque hypertensif indique une réduction de la densité de cellules endothéliales dans le

ceeur hypertendu et produit une situation ressemblant & un état ischémique (Rakusan et al.,
1984).

1.4.2.2. 1 Mécanismes moléculaires de I’ HVG

De nombreux mécanismes participent a I’élaboration du phénotype hypertrophique
suite 4 I’augmentation de la tension sur les parois du ventricule. Ce phénotype dépend en
revanche de la contribution relative de chaque facteur impliqué dans la conversion de la
tension pariétale accrue entre autres en hypertrophie des cardiomyocytes. Les stimuli
déterminant le développement et le maintien de ’HVG peuvent étre séparés en deux vastes
catégories, soit les mécanismes neuro-humoraux [Ang II, ET-1, catécholamines, cytokines
et facteurs de croissance (Heineke & Molkentin, 2006)], soit les mécanismes
biomécaniques répondant a I’étirement des cardiomyocytes. Ces mécanismes modifient
’expression génique et augmentent le taux de production de protéines tout en diminuant

leur dégradation cytoplasmique.

1.4.2.2.1.1 Hypertrophie des cardiomyocytes

L’activation de récepteurs couplés aux protéines Gqg/o11 par des agonistes tels I’Ang
II et ’ET-1 représente un événement clé de I’induction de ’HVG pathologique. Cela a été
démontré aussi bien par la surexpression de Ggq dans le cceur (HVG conduisant a
Pinsuffisance cardiaque) (Adams ef al., 1998; Fan et al., 2005a) que par I’inhibition de la
signalisation activée par Gag/a11 (atténuation de la réponse hypertrophique activée par une
surcharge pressive) (Wettschureck er al, 2001). L’Ang II favorise de plus le
développement de ’'HVG via la transactivation de récepteurs de facteurs de croissance
(Asakura et al., 2002). Les catécholamines, comme la noradrénaline, favorisent aussi
I’hypertrophie des cardiomyocytes, méme a des doses sub-pressives (Scheuer, 1999). Les
signaux de déformation mécanique ou d’étirement des cardiomyocytes répondant au stress
myocardique impliquent quant & eux des protéines structurales [ex : intégrines (Ross &

Borg, 2001)], mais également des voies alternatives comme la production d’Ang II
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stimulant la croissance cellulaire autocrine (Sadoshima et al., 1993) ou encore 1’activation

directe du récepteur AT, (sans I’implication de I’ Ang II) (Zou et al., 2004).

Le calcium, a travers des protéines telles la calcineurine (Molkentin et al., 1998),
CaMK et PKC, constitue un des médiateurs clés du couplage entre les multiples signaux
hypertrophiques dirigés vers la membrane cellulaire et la reprogrammation de 1’expression
génique dans les cardiomyocytes, contribuant entre autres a la hausse transitoire de
’expression de proto-oncogénes et de protéines contractiles lors du développement de
’HVG. La calcineurine permet la translocation nucléaire du facteur de transcription NFAT
initiant en collaboration avec GATA4 I’expression de génes pro-hypertrophiques, tels que
ceux de la chaine lourde de B-myosine et I’a-actine squelettique (Molkentin et al., 1998).
Cette voie calcineurine-NFAT est également modulée par les MAPK JNK et ERK1/2
(Sanna et al., 2005). La voie PI3K-Akt-mTOR et les MAPK constituent d’autres
médiateurs intracellulaires de ’HVG (Proud, 2004). Au niveau des MAPK, les protéines
ERK1/2 jouent un réle de modulateurs centraux de I’hypertrophie compensatoire tandis que
les évidences actuelles concernant JNK et p38 laissent planer des réles plus ambigus
(Heineke & Molkentin, 2006). Par exemple, ’activation de p38 augmente lors de 'HVG
(Pellieux er al., 2000; Behr ef al., 2001) et peut aussi bien stimuler I’hypertrophie des CM
(via p38B) que leur apoptose (via p38a) (Wang er al., 1998), et I’administration d’un
inhibiteur de p38 atténue la mortalité et la morbidité associées a la progression vers

I’insuffisance cardiaque chez le rat (Behr ef al., 2001).

A I’opposé, des modulateurs négatifs de ’HVG pathologique existent et certains
d’entre eux sont augmentés de fagon coordonnée avec les modulateurs positifs. Ces
““inhibiteurs™ incluent la BK, le NO, des prostaglandines, les histones déacétylases de
classe II, etc. Les peptides natriurétiques ANP et BNP, dont I’expression est augmentée
dans le coeur hypertrophié, activent des guanylates cyclases produisant du GMPc qui active
a son tour la PKG. La suractivation de la PKG de type I contrecarre efficacement
’hypertrophie de cardiomyocytes en réponse 4 une surcharge pressive (Takimoto ef al.,
2005) ou en réponse a une stimulation a,-adrénergique (Fiedler ef al., 2002). Ainsi, bien

qu’étant toujours considéré comme un marqueur moléculaire de la croissance cardiaque, il
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a €té suggéré que le role de I’ANP serait plutét de rétablir I’homéostasie cardiaque en

réponse a une croissance exagérée (Kempf & Wollert, 2004).

1.4.2.2.1.2 Hyperplasie et hétérogénéité phénotypique des fibroblastes cardiaques

Les fibroblastes peuvent entrer en mitose et ainsi présenter une croissance
hyperplasique produisant une perte de la proportion entre les compartiments myocytaires et
non myocytaires caractéristique de I’HVG pathologique. Cela s’observe chez le SHR (Der
Sarkissian ef al., 2003) et contribue a la production de matrice extracellulaire déposée dans
interstitium. L’Ang II stimule la prolifération des fibroblastes via le récepteur AT,
(Sadoshima & Izumo, 1993). Les fibroblastes participent ainsi au remodelage cardiaque
hypertensif en proliférant, en migrant et en synthétisant des molécules d’adhésion et des

protéines de la matrice extracellulaire.

La population de fibroblastes présente une hétérogénéité a I’intérieur d’un méme
organe (Fries ef al., 1994). L’augmentation du stress exercé sur la paroi ventriculaire
provoque une modification phénotypique des fibroblastes préexistant en myofibroblastes
(exprimant I’a-actine de muscle lisse) pouvant développer une réponse contractile (Powell
et al., 1999) et étant responsables de la formation de matériel fibreux dans plusieurs
organes, dont le coeur (Weber et al., 1997; Tomasek et al., 2002). Lorsqu’ils sont stimulés,
les myofibroblastes proliféerent et augmentent la production de protéines matricielles (mais
aussi de leurs protéases), de cytokines et de chémokines (Weber ef al., 1997). Ainsi, dans la
fibrose pulmonaire, ces cellules représentent la source primaire responsable de la hausse de
I’expression du géne de pro-collagéne de type I. Outre le stress mécanique, I’exposition a
des concentrations accrues de PDGF, TGF-B ou interleukine-4 favorise 1’apparition de
myofibroblastes (Tomasek et al., 2002); ce type cellulaire a été identifié dans différents
modéles de pathologie cardiovasculaire, incluant la surcharge pressive (Black et al., 1991)
et la perfusion d’Ang II (Campbell ef al., 1995) ou de L-NAME (Pessanh & Mandarim-de-
Lacerda, 2000). De plus, les fibroblastes mis en culture a partir du cceur de SHR présentent
une plus grande incidence de transformation en myofibroblastes comparativement & ceux
de rats WKY (Klett ef al., 1995). Les myofibroblastes ont été identifiés pour la premiére

fois dans le tissu de granulation cutané, ou leur présence s’avére essentielle pour la
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guérison d’une Iésion cutanée (Majno et al., 1971). Dans ce modele, le stress mécanique
stimule tout d’abord les fibroblastes & acquérir le phénotype intermédiaire de proto-
myofibroblastes (morphologie de myofibroblastes sans expression d’a-actine de muscle
lisse). Les forces tensionnelles et les facteurs de croissance stimulent la production de TGF-
B par ces proto-myofibroblastes, les transformant en myofibroblastes par une boucle de
rétro-action positive (Tomasek et al., 2002). Suite a la guérison de la plaie, ils sont éliminés
par apoptose, sans quoi le tissu évolue vers une cicatrice hypertrophique produisant de la
matrice extracellulaire de fagon inappropriée (Desmouliere et al., 1995). Ce schéma de
formation de fibrose semble s’appliquer & de nombreux organes (reins, poumons, foie,
ceeur, etc.) suite a diverses insultes. Récemment, la présence de canaux calciques Cay1.2 a
ét¢ rapportée sur des cellules stellaires hépatiques (similaires aux myofibroblastes)
impliquées dans la fibrose hépatique (Bataller er al, 2001), ce qui suggére une
sensibilisation possible de ces cellules aux effets des BCC. 11 a été suggéré que 1’apoptose
forcée et sélective de myofibroblastes puisse renverser I’état fibrotique dans plusieurs
pathologies, incluant la fibrose pulmonaire (Selman et al., 2001), rénale (Lane et al., 2002)
ou hépatique (Iredale, 2001), la pancréatite (Klonowski-Stumpe et al, 2002) et les
cicatrices cutanées hypertrophiques (O'Leary ef al, 2003). Les myofibroblastes
pulmonaires présentent une susceptibilité accrue a I’apoptose relayée par le NO
comparativement aux fibroblastes. Bien que leur présence au niveau cardiaque n’ait pas
encore €té rapportée dans la littérature, le patron d’expression de la glycoprotéine Thy-1
definit dans plusieurs tissus deux populations de fibroblastes aux propriétés distinctes, soit
Thy-l+ ou Thy-1" (Phipps ef al., 1997). Au niveau pulmonaire, la majorité des fibroblastes
issus d’un poumon normal sont Thy-1", alors qu’une augmentation de fibroblastes Thy-1
s’observe lors de la fibrose pulmonaire (Hagood et al., 2005). Méme si les fibroblastes
Thy-l+ présentent des propriétés pro-fibrogéniques (forte synthése constitutive de
collagéne), ce sont les fibroblastes Thy-1" qui répondent le plus fortement aux cytokines

(hausse de prolifération, migration vers le site de Iésion, synthése de TGF-p, différenciation

en myofibroblastes, etc.) (Sanders et al., 2007).

Des interactions entre les cellules des compartiments myocytaire et non myocytaire

déterminent également la croissance / survie des cardiomyocytes et des non-
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cardiomyocytes (Manabe et al., 2002). Les fibroblastes constituent une source de facteurs
de croissance [ex : ET-1 (Gray et al., 1998), TGF-B (Gray ef al., 1998), PDGF et bFGF
(Pellieux et al., 2001)] agissant de fagon paracrine sur les CM. L’importance de ces
interactions se révele chez des souris pour lesquelles le bFGF a été invalidé (incapacité de
développer une réponse cardiaque hypertrophique) (Pellieux ef al., 2001). De plus, il a été
clairement établi in vitro que le bFGF d’origine fibroblastique est essentiel pour 1’activation
paracrine de MAPKs dans les cardiomyocytes (Pellieux et al., 2001), bien que d’autres
agents (Long et al., 1991; Booz et al., 1999) stimulent I’hypertrophie des cardiomyocytes.
En bref, la population de fibroblastes constitue un intégrateur des stimuli hypertrophiques

dans le cceur.

1.4.2.3 Fibrose cardiaque

La fibrose se définit par I’augmentation de la concentration de collagéne; une
simple hausse de la quantité de collagéne visant a soutenir 1’augmentation de la taille des
cardiomyocytes lors de ’HVG ne correspond pas 4 un phénomeéne fibrotique. La fibrose
myocardique distingue donc I’hypertrophie physiologique de celle dite pathologique. Une
fibrose étendue s’observe sur des biopsies prélevées chez des patients hypertendus
présentant une HVG, comparativement & son absence dans des cceurs normaux (Diez et al.,
2002). Dans le muscle cardiaque, 1’équilibre entre la synthése et la dégradation continuelle
de constituants de la matrice extracellulaire se contrdle par de nombreuses hormones et
cytokines. Les substances fibrogéniques incluent des constituants du SRA (ex : Ang II et
aldostérone), des cytokines inflammatoires (ex : TGF-P) et des facteurs de croissance. A
I’opposé, les molécules favorisant la dégradation du collagéne incluent la BK, le NO et les
peptides natriurétiques (Laurent, 1987). Cet équilibre fragile se brise lors de 1’hypertension

chronique et favorise la déposition de collagéne.

Les protéines dites de collagéne forment une famille comprenant plus de 20
membres jouant un réle dominant dans le maintien de I’intégrité de nombreux tissus. Au
niveau cardiaque, les protéines les plus reconnues de cette famille incluent le collagéne de
type I et III (en majorité, localisés entre autres au niveau interstitiel), de type IV

(membranes basales) et de type V (constituant de I’espace périvasculaire). Ces protéines
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sont formées par trois chaines polypeptidiques contenant des triplets Gly-X-Y en répétition,
ou X est souvent une proline et Y une 4-hydroxyproline (HOP). Le contenu en HOP dans
les divers collagénes varie entre 60 et 130 résidus par 1000 acides aminés (Myllyharju &
Kivirikko, 2001). Le collagéne le plus abondant, celui de type I, contient 10% de résidus
HOP. Ceux-ci permettent le repliement des chaines polypeptidiques en triple hélice et
conférent au collagéne sa stabilité thermique. La majorité des résidus d’HOP se trouvent
dans les collagénes, mais une quinzaine de protéines additionnelles contenant des domaines

collagéneux possedent également de tels résidus.

Deux types de fibrose co-existent lors du remodelage cardiaque hypertensif. La
fibrose réactive survient habituellement en réponse a une inflammation, premiérement au
niveau périvasculaire et ensuite dans I’espace interstitiel environnant (Silver et al., 1990).
L’élévation chronique des hormones effectrices du SRA favorise cette fibrose réactive, en
particulier via la production de CTGF (Finckenberg et al., 2003) et d’ostéopontine (Collins
et al.,, 2004) contrélant la prolifération des fibroblastes interstitiels et/ou leur activité
synthétique. La fibrose réparatrice survient quant a elle en réponse a une perte de cellules
du parenchyme (microscopique suite 4 une crise hypertensive, macroscopique suite a un
infarctus du myocarde). L’Ang II, de par ses effets pro-apoptotiques, peut stimuler le

développement de cette fibrose de remplacement.

La matrice extracellulaire participe a la mécanique cardiaque et favorise I’intégrité
structurale lors de la systole et de la diastole de trois facons. Premiérement, cette
composante structurale maintient I’alignement des myocytes et des vaisseaux et prévient le
glissement des myocytes lors de la contraction. Deuxiémement, elle joue un role
fonctionnel actif lors de la systole en tant que transducteur de force. Troisiémement, elle est
le déterminant majeur de la rigidité diastolique (Weber er al, 1994). Cette matrice
extracellulaire renferme de nombreuses protéines, incluant les divers types de collagéne, les
composants de la matrice péricellulaire (protéoglycans et fibronectine), les composants de
la membrane basale (laminine et collagéne de type IV), des protéases (collagénases) et des

facteurs de croissance. La plus importante en terme de quantité demeure le collagéne de



83
type I, synthétisé principalement par les fibroblastes, présentant une demi-vie d’environ

100 jours et s’accumulant lors des processus fibrotiques.

La hausse de concentration du collagéne implique donc une hausse de sa synthése,
mais également des altérations dans les mécanismes déterminant sa dégradation. Ainsi, le
déréglement de I’interaction entre les diverses MMP et leurs inhibiteurs tissulaires TIMP
participe au processus fibrotique. Dans le cceur se dirigeant vers I’insuffisance cardiaque,
les MMP favorisent la dilatation du ventricule en augmentant la dégradation de collagénes
dits ““normaux” qui seront remplacés par la déposition de collagénes faiblement réticulés.
Ainsi, lors de la transition vers I’insuffisance cardiaque, la hausse de 1’activité des MMP

n’est pas contrée adéquatement par la rétro-inhibition via TIMP-1 (Polyakova et al., 2004).

La fibrose, en raison de la trés forte rigidité du collagéne de type I et de son
accumulation a proximité des cardiomyocytes, participe a 1’augmentation de la rigidité
myocardique ainsi qu’a I’atténuation de I’éjection systolique en créant une hétérogénéité
dans le myocarde (Anderson et al., 1979). La fibrose cardiaque précéde donc a la fois
’apparition de la dysfonction diastolique engendrée par une réduction de la distensibilité du
muscle myocardique et P'apparition de la dysfonction systolique. Elle participe ainsi

profondément 4 la transition entre ’HVG compensée et I’insuffisance cardiaque.

1.4.2.4 Transition vers I’insuffisance cardiaque

L’insuffisance cardiaque se définit par une déficience du cceur a pomper
adéquatement le sang en réponse a la demande systémique. L’hypertension artérielle
soutenue sur une longue période de temps constitue une des causes majeures de cet état, les
autres incluant entre autres 1’infarctus du myocarde (ou I’ischémie associée aux maladies
coronariennes), I’insuffisance valvulaire, la myocardite et les cardiomyopathies familiales
hypertrophiques et dilatées (Klein es al, 2003). De nombreux changements
deléteres entrainent I’insuffisance cardiaque, suite a4 la phase d’HVG compensée, par
affaiblissement et/ou la dégénération du myocarde. Ces modifications incluent une

diminution de myofibrilles, une augmentation de mitochondries, de myéline et de lipides
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(Frenzel et al., 1987), une perte de cardiomyocytes par apoptose et le glissement cote a cote
de cardiomyocytes (slippage), produisant 1’amincissement de la paroi ventriculaire et la
dilatation de la cavité (Olivetti et al., 1990). De plus, une altération de la réserve
coronarienne vasodilatatrice (causée entre autres par le remodelage des parois artériolaires
créant un épaississement de la média et une réduction de la lumiére) contribue a la perte

d’efficacité de la microcirculation.

La perte soutenue de cardiomyocytes par apoptose s’observe lors de la transition
vers I’insuffisance cardiaque et semble y jouer un rdle déterminant (Anversa, 2000), autant
dans les modéeles animaux [ex : SHR (Li et al., 1997b) et infusion d’Ang II (Nemer et al.,
2006)] que chez I’humain (Guerra et al., 1999). La hausse de signaux pro-apoptotiques
dirigés vers les cardiomyocytes pourrait méme déclencher plusieurs des changements
déléteres (ex : détérioration mitochondriale, glissement cote a cote de cardiomyocytes,
restructuration de la paroi, dilatation de la cavité, activation de fibroblastes, réduction de la
fonction ventriculaire, etc.) précipitant la mort (Anversa, 2000; Nemer et al., 2006). Bien
que les cardiomyocytes ne soient pas identifiés comme une population cellulaire pouvant se
renouveler, des €tudes réalisées dans les années 1960-70 et plus récemment par le groupe
d’Anversa soutiennent que le nombre absolu de myocytes chez I’humain et dans les
modéles animaux augmente suite & un long épisode d’hypertrophie cardiaque (Astorri et al.,
1977; Nadal-Ginard ef al., 2003). Les divisions mitotiques de cardiomyocytes pourraient
constituer une réserve de croissance pour le myocarde sévérement endommagé (et ayant
possiblement perdu des cardiomyocytes par apoptose). Cela s’explique par le paradigme
actuel qui considére le compartiment myocytaire comme un organe majoritairement post-
mitotique comprenant une petite sous-population de myocytes constamment renouvelés a

partir de cellules souches cardiaques (Urbanek ef al., 2003).

1.4.2.5 Pharmacothérapie du remodelage cardiaque hypertensif

Plusieurs études réalisées au cours des dix derniéres années sur des populations
recevant des antihypertenseurs ont mis en évidence les implications pronostiques de
changements apportés au remodelage cardiaque, particuliérement au niveau de P'HVG

(Agabiti-Rosei, 1997; Verdecchia er al., 2001; Devereux ef al, 2004b). Une baisse
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significative de la mortalité¢ et morbidité cardiaque a ainsi été rapportée chez les patients
présentant une régression plus prononcées de la masse ventriculaire gauche (Redon, 2005).
La forte tension systolique étant le déterminant majeur du développement de PHVG, il est
prévu que tout traitement réduisant la tension artérielle produise une certaine régression de
PHVG; cela a été observé dans plus de 400 études cliniques. Ainsi, la réduction de la
tension artérielle par les antihypertenseurs est en corrélation avec leurs effets sur la
structure cardiaque, mais la faiblesse de cette corrélation laisse planer la contribution de
facteurs non hémodynamiques faisant en sorte que les antihypertenseurs ne possédent pas
tous la méme efficacité en ce qui a trait 4 la modulation du remodelage cardiaque

hypertensif (Gottdiener et al., 1997).

Certains traitements permettent de prévenir et/ou de renverser le remodelage
cardiaque hypertensif tandis que d’autres n’induisent pas une telle régression. En effet, une
méta-analyse examinant I’effet sur la masse ventriculaire gauche a clairement démontré que
pour une réduction de tension artérielle équivalente, I’impact des différentes classes
d’antihypertenseurs est fort différent (Klingbeil et al., 2003). Par exemple, les antagonistes
AT, (réduction de 13% de I'index de masse ventriculaire), les BCC (11%) et les iECA
(10%) seraient plus efficaces que les antihypertenseurs ““classiques™ tels que les
diurétiques (8%) et les B-bloqueurs (6%) (Klingbeil et al., 2003). Toutefois, I’interprétation
de méta-analyses doit étre faite avec prudence puisque celles-ci incluent des études de
courte durée, réalisées sur un faible nombre de patients, et surtout n’évaluent pas un
médicament par rapport & un autre, mais bien la classe entiére. Des médicaments d’une
méme classe peuvent présenter des propriétés pharmacologiques différentes, en particulier
au niveau des B-bloqueurs : certains (acébutolol), mais pas tous (aténolol), possédent une
activité sympathomimétique intrinséque masquant P’effet antihypertrophique. Cependant,
I’analyse d’un sous-groupe de patients de 1’étude LIFE confirme le plus grand effet du
losartan versus I’aténolol sur la régression de ’HVG et ce pour une baisse de tension
artérielle similaire (Devereux ef al., 2004a). Parmi toutes ces études, certaines suggérent
plutét que les diurétiques sont aussi efficaces que les autres classes de médicaments en ce
qui a trait & la réduction de la masse cardiaque (Neaton et al., 1993; Gottdiener et al.,
1997). Par ailleurs, les vasodilatateurs directs tels I’hydralazine et le minoxidil n’induisent

pas une régression de I’HVG malgré une forte baisse de pression (Sen et al., 1974;
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Jespersen et al., 1985; Tsoporis ef al., 1993). Une des raisons pouvant expliquer 1’efficacité
réduite de certains diurétiques puissants et I’absence d’effet des vasodilatateurs directs sur
la régression de I’'HVG est I’activation de mécanismes compensatoires par ces traitements,
dont DI’activation respective du SRA et du systéme nerveux sympathique. Il semblerait
qu’en plus de la masse du ventricule, la modification de sa géométrie influence le

pronostic; la persistance de ’HVG concentrique nuit aux effets bénéfiques des traitements

(Muiesan et al., 2004).

L’influence sur le remodelage peut se remarquer d’une part sur le compartiment
myocytaire, ou I’hypertrophie des cardiomyocytes et leur perte irréversible sont ciblés, et
d’autre part sur le compartiment non myocytaire, ou la prolifération excessive des
fibroblastes interstitiels et la déposition de matrice extracellulaire sont ciblées. Ces diverses
études apportent des indices quant aux mécanismes des effets bénéfiques additionnels

fournis par certaines classes d’antihypertenseurs.

Les effets bénéfiques additionnels des iECA favorisant la prévention et/ou la
régression de 'HVG incluent d’une part la réduction de la production d’Ang II, de
cytokines myocardiques, de facteurs de croissance, de ROS et de collagéne, et d’autre part
’augmentation de la reldche de NO. En particulier, la prévention du développement de
I’hypertrophie ventriculaire par les iECA, obtenue a des doses sub-antihypertensives, est
relayée par la BK via son récepteur B, plutdt que par I’inhibition de la production d’Ang II
(Linz & Scholkens, 1992). Par contre, les mécanismes moléculaires impliqués dans la
prévention et la régression peuvent différer : 1’hydralazine prévient ’HVG induite par la
perfusion d’Ang II sans toutefois pouvoir la renverser (Griffin ef al., 1991) et aucune
donnée n’implique jusqu’a présent les kinines dans la régression de ’"HVG observée avec
les iIECA. En ce qui a trait aux BCC, outre la baisse de tension artérielle, leurs effets
additionnels sur la régression de I’HVG pourraient impliquer la réduction de I’activation de
la calcineurine (Zou et al., 2002) ou encore la reliche accrue de NO tel que discuté a la
section 1.3.3. Bien que le r6le du récepteur AT, en ce qui a trait au développement de
’HVG demeure controversé [absence d’hypertrophie en réponse a une coarctation aortique

chez la souris pour laquelle le récepteur AT, a été invalidé (Senbonmatsu et al., 2000)], sa
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surstimulation participe a la régression supérieure de I’HVG obtenue avec les antagonistes
AT, comme il a été démontré par 1’atténuation de la régression de la masse ventriculaire
gauche lors du blocage concomitant des récepteurs AT, et AT, (Mukawa et al., 2003).
Toutefois, les mécanismes précis impliqués dans ces effets positifs des médicaments
demeurent mal compris, notamment en ce qui concerne I’initiation du renversement du
remodelage pathologique et la prévention / retardement de I’insuffisance cardiaque. En
particulier, il a été suggéré que la modulation de I’apoptose par certains antihypertenseurs
puisse participer aux effets bénéfiques de ces médicaments tant au niveau de la régression
du remodelage cardiaque pathologique qu’au niveau de la prévention de la détérioration de
la condition. Le prochain chapitre approfondira donc 1’apoptose, ses mécanismes

moléculaires et son implication dans I’hypertension artérielle.
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1.5 Apoptose : définitions et roles dans ’hypertension artérielle

Un déséquilibre du rapport croissance / mort cellulaire favorise le développement de
I’hypertrophie cardiovasculaire et certains antihypertenseurs semblent corriger ce
remodelage pathologique en favorisant la mort des CML vasculaires et de fibroblastes
cardiaques au détriment de la prolifération. Afin de comprendre et d’élucider les
mécanismes enclenchés par ces agents, cette section détaillera la mort cellulaire
programmée (MCP), son implication dans les dommages aux organes cibles de

I’hypertension artérielle et sa modulation par les antihypertenseurs.

1.5.1 Description de ’apoptose et sa détection

Le terme apoptose a ét€ suggéré en 1972 pour décrire une forme de mort cellulaire
possédant une fonction homéostatique et au profil morphologique distinct de la nécrose
(Kerr et al., 1972). Contrairement 4 une mort cellulaire accidentelle provoquant une
réaction inflammatoire (nécrose), la capacité des cellules a s’autodétruire lorsque nécessaire
par un processus physiologique permet entre autres aux tissus de contrebalancer une
prolifération excessive et contribue a 1’homéostasie cellulaire. Cette MCP est requise lors
de nombreux processus reliés au développement embryonnaire [ex : élimination de
cardiomyocytes dans le ventricule droit pendant la maturation post-natale du cceur
(Kajstura et al., 1995)] et permet de freiner I’accumulation de cellules ayant un ADN
endommagé. Une inhibition ou une activation inappropriée de la machinerie complexe
controlant la MCP peut entrainer le développement de pathologies variées. Ainsi, une MCP
réduite s’observe par exemple lors de certaines maladies auto-immunitaires et lors du
développement de multiples néoplasies, tandis qu’'une MCP accrue accompagne entre
autres des neurodégénéresences, tels que la maladie de Parkinson et la sclérose latérale
amyotrophique, des complications reliées & 1’ischémie-reperfusion, tel que I’infarctus du
myocarde, et des maladies aigués du foie, comme I’hépatite C. Dans un tissu au taux de
renouvellement élevé, tel que la crypte intestinale, la MCP survient continuellement et
devient facilement détectable. Toutefois, dans un tissu sain et mature au taux de
renouvellement bas, comme dans les cardiomyocytes et les CML vasculaires, elle atteint

moins de 1% des cellules, et est alors pratiquement indétectable.
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1.5.1.1 Différentes formes de mort cellulaire

La vision présentant 1’apoptose et la nécrose comme deux entités entiérement
distinctes a évolué considérablement au cours de la derniére décennie. Le paradigme actuel
définit ces deux voies partageant des caractéristiques communes sur un méme spectre de
réponse ““aponécrotique” (Formigli et al., 2004). La nécrose et I’apoptose pures se situent
aux extrémités de ce continuum, et la réponse tissulaire a4 un stimulus de mort cellulaire
présente plutt un mélange des caractéristiques associées & la nécrose et a I’apoptose. Les
modes alternatifs de MPC récemment identifiés différent de la nécrose par leur
signalisation cellulaire hautement controlée. Ils émergent comme des mécanismes de
sauvegarde protégeant 1’organisme lorsque la voie classique des caspases fait défaut et ils
peuvent étre stimulés par des agents cytotoxiques (Broker er al, 2005). L’autophagie
permet I’élimination bénéfique d’organelles / protéines usées et se caractérise par leur
séquestration a I’intérieur de vésicules suivi de leur livraison aux lysosomes de la cellule ou
des protéases, telles que les cathepsines, s’activent. Lorsque ce procédé normal devient
excessif, les cellules meurent sans activation de caspases. La paraptose se distingue par la
formation de vacuoles cytoplasmiques lors du gonflement de la mitochondrie et du RE,
sans activation de caspases ni présence des caractéristiques morphologiques de I’apoptose.

La catastrophe mitotique se déclenche lors de la détection d’un défaut mitotique pour

limiter le développement de cellules ancuploides destinées a la mort et peut s’accompagner

de I’activation de caspases sans pour autant en dépendre.

Toutefois, des définitions exclusives semblent inadéquates puisque ces différents
modes de MCP opérent par des voies de signalisation communes et que plus d’un
programme de mort peut étre activé en méme temps. Ainsi, un modéle descriptif classifiant
les MCP selon la morphologie nucléaire apparait plus adéquat. Dans ce modéle (Leist &
Jditteld, 2001), I’apoptose, hautement énergétivore et dépendante des caspases, se
caractérise par une condensation de la chromatine en figures compactes et s’accompagne
d’un rétrécissement de la cellule, de protrusions membranaires et de la formation de corps

apoptotiques. La MCP s’apparentant & I’apoptose présente une condensation moindre de la

chromatine générant des formes plus complexes via I’activation de différentes protéases,
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telles que les cathepsines lysosomiales et les calpaines activées suite a un stress du RE, et
de facteurs libérés par la mitochondrie, tels que I’AIF (facteur induisant ’apoptose) et
I’endonucléase G. Ce mode peut aussi faire intervenir des caractéristiques de I’apoptose,

telle que I’activation des caspases effectrices via I’endonucléase G. La MCP s’apparentant

a la nécrose, indépendante des caspases et sans condensation de la chromatine, survient
lorsque les réserves énergétiques de la cellule sont faibles (Leist et al., 1997). Etant donné
la nature récente de I’identification des variantes de la MCP et 1’emploi courant du terme
apoptose pour désigner toute forme de MCP accompagnée d’une activation de caspases et
par une fragmentation de I’ADN résultant en une réduction du nombre de cellules, ce terme

sera employé¢ pour décrire un tel phénoméne dans la suite de cette thése.

1.5.1.2 Critéres morphologiques de détection

La description initiale de 1’apoptose par Kerr ef al. (1972) repose sur des critéres
morphologiques observés en microscopie sur des coupes de foies ischémiques et sur des
cellules de carcinomes répondant & la radiothérapie. Suite a4 un signal de mort et a
Iactivation de la cascade apoptotique, les changements morphologiques survenant dans le
tissu peuvent se séparer en trois phases plus ou moins distinctes. Premiérement, la
chromatine se condense a partir de la périphérie, le long de la membrane nucléaire, formant
une structure qui ressemble & un croissant. Au niveau cytoplasmique, les membranes et
organelles demeurent intactes, si ce n’est que les filaments du cytosquelette permettent le
rapprochement des organelles. Les appareils de synthése (RE) et énergétiques
(mitochondries) demeurent intacts, contrairement a ce qui survient trés t6t dans la nécrose.
Deuxiémement, la condensation de la chromatine s’amplifie et le noyau commence & se
fragmenter, générant des fragments cellulaires reliés par des ponts cytoplasmiques. La
membrane cytoplasmique affiche des protrusions (blebs) et le volume cellulaire diminue a
un point tel que les fragments cellulaires se séparent, générant les corps apoptotiques de
haute densité contenant les organelles et les fragments nucléaires. Troisiémement, les corps
apoptotiques sont phagocytés. Puisque les constituants cellulaires demeurent entourés d’une
membrane et que les corps apoptotiques disparaissent rapidement, engouffrés par les
phagocytes, aucune réaction inflammatoire lymphocytaire, fibrose ou modification de

Iarchitecture tissulaire ne sont généralement observées. Toutefois, si I’apoptose est
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massive et/ou les cellules avoisinantes inaptes a phagocyter, les corps apoptotiques peuvent
se dégrader, et une inflammation accompagne cette nécrose secondaire (Schaub et al.,
2000). Ces modifications peuvent survenir en 1’espace de quelques heures, démontrant

Pextréme efficacité et toute 1’organisation requise.

En comparaison, la nécrose produit des changements majeurs dans le noyau et le
cytoplasme, telles qu’une perte de structure et une fragmentation aléatoire. Cela se
répercute au niveau morphologique par le gonflement des organelles suivi du déversement
du contenu cellulaire dans le milieu extracellulaire en raison de 1’augmentation de

perméabilité membranaire, entrainant une réaction inflammatoire.

1.5.1.3 Critéres biochimiques de détection

L’apoptose constitue un processus hautement conservé entre les organismes
multicellulaires. L’identification de génes contrblant ce processus chez le nématode
Caenorhabditis elegans, tels que ced-3, ced-4 et ced-9 (Ellis & Horvitz, 1986), a permis la
découverte d’homologues chez les mammiféres, dont les caspases (Nicholson ef al., 1995),
Apaf-1 (apoptosis protease-activating factor) (Zou et al., 1997) et Bcl-2 (Hengartner &
Horvitz, 1994), respectivement. Des critéres biochimiques allant de pair avec les critéres
morphologiques ont donc été établis pour caractériser I’apoptose; les plus fréquemment

employés seront décrits ci-dessous.

La présence de phosphatidylsérine (PS, localisée uniquement du cdté interne de la

membrane plasmique saine) a la surface externe de la membrane plasmique constitue un

des premiers changements biochimiques détectables.

Le clivage des pro-caspases permet la libération du fragment actif essentiel pour

mener a terme I’apoptose (Siegel, 2006). Suite a la découverte de I’homologie entre le géne
codant pour ’enzyme de conversion de l’interleukine 1B (ICE/Caspase-1) et le géne
effecteur de I’apoptose ced-3 chez le nématode (Nicholson et al., 1995), au moins 14

caspases, toutes synthétisées sous la forme de zymogenes, ont été identifiées. Ces protéases
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a cystéines présentent un site actif conservé Gln-Ala-Cys-X-Gly, ou X peut étre Arg, Gln
ou Asp, et contiennent un pro-domaine en N-terminal suivi d’une grosse et d’une petite
sous-unités (p20 et pl0) qui, suite au largage du pro-domaine, clivent des substrats au
niveau d’un résidu d’acide aspartique. Les acides aminés entourant ce résidu déterminent la
sélectivité pour les nombreux substrats. Les caspases se divisent en trois groupes selon leur
fonction principale (Fan et al., 2005b). Premiérement, on trouve celles plutdt impliquées
dans I’inflammation (caspase-1, -4, -5, -11, -12, -13 et -14). Deuxi¢émement, les caspases
initiatrices de ’apoptose présentent un long pro-domaine avec un domaine DED (domaine
effecteur de mort) (caspases-8 et -10) ou un domaine CARD (domaine de recrutement et
d’activation de caspases) (caspases-2 et -9). Troisiémement, les caspases effectrices
(caspase-3, -6 et -7) possédent un court pro-domaine, sont activées par les initiatrices et
clivent de multiples substrats. Certaines caspases apoptogéniques possédent d’autres
fonctions, dont le développement et la différenciation de cellules immunitaires, la
progression du cycle cellulaire et méme des effets pro-survie (ex : caspase-8 et survie de

cellules T activées) (Siegel, 2006; Nhan et al., 2006).

La fragmentation internucléosomale de I’ADN, typique de I’apoptose et décrite

premi¢rement en 1980 par Wyllie (Wyllie, 1980), distingue 1’apoptose de la nécrose lors de
laquelle I’ADN se dégrade sans patron précis. Les endonucléases activées par les caspases
clivent ’ADN en segments de 180 paires de bases ou en ses multiples, générant un motif en
barreaux d’échelle suite a I’électrophorése de I’ADN sur gel d’agarose, tandis qu’une
trainée d’ADN caractérise la nécrose. Elle correspond au remaniement profond de I’ADN
lors de la condensation de la chromatine. D’autres marqueurs, dont le clivage de Bid, la
reldche du cytochrome c et la perte du potentiel membranaire mitochondrial, dépendent de

la voie empruntée, et leur absence n’exclut donc pas une réponse apoptotique.

1.5.2 Voies de signalisation et cascades apoptotiques

Les mécanismes moléculaires gouvernant I’initiation de I’apoptose, son exécution et
la phase de dégradation seront maintenant revus, en association avec les points de contrble

possibles a chaque étape. Ces voies sont schématisées a la figure 6.
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1.5.2.1 La phase d’initiation

Un nombre sans cesse grandissant de stimuli exogénes (stress, privation de sérum,
agents anti-cancer, etc.) et endogénes (ex : erreurs dans I’ADN) ont été identifiés comme
pouvant déclencher I’apoptose. Ces signaux sont intégrés par ’une des voies majeures
d’initiation de I’apoptose, soit la voie des récepteurs de mort ou la voie mitochondriale,

conduisant toutes deux a I’activation des caspases initiatrices.
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Figure 6. Les deux voies classiques de I’apoptose.

Les cascades biochimiques impliquées dans la voie des récepteurs de mort et celles
participant a la voie apoptotique mitochondriale sont décrites dans le texte.

APAF, Apoptosis protease-activating factor; DIABLO, Direct IAP binding protein; DISC,
Complexe de signalisation induisant la mort; FADD, Domaine de mort associé a Fas; FasL,
Fas ligand; FLIP, FLICE (FADD-like IL-1B-converting enzyme) inhibitory protein; IAP,
protéines inhibitrices de 1’apoptose ; SMAC, Second mitochondria-derived activator of
caspases.Adaptée de Siegel, 2006.
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1.5.2.1.1 La voie des récepteurs de mort

Classiquement, la voie des récepteurs de mort (extrinséque) est représentée par la
liaison de Fas ligand (FasL) a Fas (CD95), membre de la superfamille des récepteurs du
TNF (Curtin & Cotter, 2003). Outre FasL, les ligands activant cette voie incluent aussi
TNF-a et TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand). Hormis Fas, les récepteurs de
mort TNF-R1, DR4 (TRAILR1) et DR5 (TRAILR2) sont jusqu’a présent les mieux
caractérisés chez les mammiferes (Curtin & Cotter, 2003). Suite a Ia liaison du ligand, des
interactions homophiliques entre les domaines DD (domaine de mort) des récepteurs de
mort et ceux de protéines cytoplasmiques, tel que FADD (domaine de mort associé a Fas),
créent un échafaudage permettant le recrutement de protéines formant le complexe actif de
cette voie, le DISC (complexe de signalisation induisant la mort). Un autre jeu
d’interactions homophiliques entre les domaines DED présents sur la protéine FADD et sur
les caspases-8 et -10 permet le recrutement de celles-ci. L’activation de caspase-8 suite 4 la
formation du DISC détermine la formation d’agrégats de récepteurs Fas a la membrane,
accroissant I’activité du DISC. Caspase-8 émerge en tant que principale caspase initiatrice
de cette voie (Sprick ef al., 2002). Des perturbations peuvent nuire a la formation du DISC :
la mise en place de larges agrégats de récepteurs de mort dépend alors de la production du
céramide, favorisant leur attachement a des micro-domaines lipidiques. La participation du
céramide au processus apoptotique ne se limite pas a ce role. En effet, ce sphingolipide est
un médiateur clé de I’apoptose agissant par une variété de mécanismes, incluant ’activation
de la kinase suppresseur de Ras (Zhang et al, 1997), de phosphatases (PP1 et PP2A
(Chalfant et al., 2002), de la cathepsine D (Heinrich ef al., 2000) et I’altération directe de

propriétés des membranes plasmique et /ou mitochondriale (Siskind et al., 2002).

1.5.2.1.1.1 Modulation de la voie extrinséque

Tout d’abord, des récepteurs homologues dépourvus du domaine DD (ne recrutant
pas les protéines adaptatrices) réduisent la sensibilité a I’apoptose. Les leurres DcR1 (decoy
receptor 1 / TRAILR3) et DcR2 (TRAILR4) ancrés dans la membrane se lient 4 TRAIL
(Pan ef al., 1997), tandis que DcR3 soluble peut se lier a FasL. La surexpression de DcR3
dans pres de la moitié des cancers du poumon et du tractus gastro-intestinal favorise la

survie des tumeurs (Pitti ef al., 1998). Ensuite, le clivage des caspases initiatrices peut étre
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altéré par le niveau d’expression de Fas (et de sa forme soluble) et de FADD. De plus, des
modifications post-traductionnelles de FADD (phosphorylation par PKC ¢ ou HIPK3)
peuvent inhiber la formation du DISC. Par exemple, I’activité de HIPK3 est élevée dans

plusieurs lignées de cellules résistantes a de multiples médicaments (Curtin & Cotter,
2003).

La modulation de cette voie s’effectue aussi sur caspase-8 (ex : hyper-méthylation
du géne réprimant sa transcription, variant dépourvu d’activité catalytique, etc.). cFLIP
(protéine inhibitrice de FLICE) posséde un DED et une homologie de séquence avec
caspase-8 : elle entre en compétition pour la liaison de FADD et altére I’activation de pro-
caspase-8, bien que la forme cFLIP|, puisse aussi parfois activer caspase-8 (Micheau et al.,
2002). Ces points de contrdle ne déterminent pas uniquement la réponse apoptotique
puisque de nouvelles fonctions (ex : modulation de la prolifération, du cycle cellulaire et de
I’inflammation) sont maintenant attribuées aux récepteurs de mort liant FADD (Park et al.,

2005), surtout dans les cellules hématopoiétiques.

1.5.2.1.2 La voie mitochondriale

La majorité des réponses apoptotiques chez les vertébrés procédent par la voie
mitochondriale (intrinséque), caractérisée par la perméabilisation de la membrane
mitochondriale externe suivie de la reldche de protéines apoptogéniques et de la formation
de I’apoptosome (Green & Kroemer, 2004). Les dommages 4 I’ADN, la privation de
facteurs de croissance et le stress oxydant déclenchent cette voie, suggérant qu’elle soit
responsable de I’apoptose initiée en situation de stress métabolique. La voie apoptotique
intrinséque débute lorsque la mitochondrie regoit des signaux dictant la perméabilisation de
sa membrane externe et provenant principalement de protéines de la famille de Bcl-2. La
perméabilisation s’accompagne fréquemment d’une dissipation du potentiel membranaire
mitochondrial et conduit a la reldche de facteurs de mort entreposés dans I’espace
intermembranaire, tels que le cytochrome ¢, SMAC/DIABLO (second mitochondria-
derived activator of caspases/direct IAP binding protein) et AIF. Différents modéles
pourraient expliquer la relache de ces facteurs. Ils incluent entre autres la formation de

canaux protéiques ou de pores lipidiques permettant le passage des protéines et 1’ouverture
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du PTP hypothétique laissant entrer ’eau dans la matrice et causant éventuellement la
rupture de la membrane externe (Green & Kroemer, 2004). Dans le cytosol, le cytochrome
¢ se lie au domaine C-terminal de Apaf-1 alors monomérique et inactif, déclenchant un
changement de sa conformation qui libére sa queue N-terminale contenant le domaine
CARD. En présence de dATP, le complexe Apaf-1/cytochrome ¢ s’oligomérise en une
structure heptamérique exposant les 7 domaines CARD. L’interaction homophilique entre
les domaines CARD de pro-caspase-9 (a proximité de la mitochondrie) et de Apaf-1
compléte la formation du complexe actif de cette voie, I’apoptosome (Schafer & Kornbluth,
2006). La reldche d’un dimére de caspase-9 (avec une sous-unité catalytiquement active)

permet le clivage de pro-caspases effectrices (caspase-3 et -7) situées en aval.

1.5.2.1.2.1 Modulation de la voie intrinséque

Cette section requiert une bréve description des protéines de la famille de Bcl-2.
Elles contiennent au moins un des quatre domaines d’homologie Bcl-2 (BH) et sont
réparties selon leur effet pro- ou anti-apoptotique ainsi que 1’occurrence des domaines BH.
Les anti-apoptotiques présentent les quatre domaines BH (ex : Bel-2, Bel-X. et Mcl-1), les
pro-apoptotiques a multi-domaines ne possédent pas le domaine BH4 (ex : Bax et Bak) et le
dernier groupe inclut les pro-apoptotiques avec seulement BH3 (ex : Bid, Bad et Puma)
(Reed, 2006). De fagon générale, les membres pro-apoptotiques a multi-domaines ont une
activité apoptotique intrinséque, alors que celles présentant seulement BH3 engagent

d’autres membres pour inhiber (Bcl-2) ou stimuler (Bax) I’activité de ceux-ci (Reed, 2006).

Ces protéines de la famille de Bcl-2 déterminent la reldche de facteurs
apoptogéniques par la mitochondrie via plusieurs mécanismes (Parone et al., 2002; Green
& Kroemer, 2004). Premiérement, ’ancrage de Bax et Bak dans la membrane
mitochondriale suite & leur activation permet la formation d’oligoméres ou de pores
lipidiques favorisant la diffusion de facteurs situés dans I’espace intermembranaire.
Deuxiémement, ces protéines interagissent avec des canaux dans la membrane
mitochondriale laissant s’échapper le cytochrome c, tel que le VDAC (voltage-dependant
activated channel), affectant ainsi leur ouverture et leur fermeture. Troisiémement,

I’hétérodimérisation entre membres de cette famille détermine leur activité. Bel-2 ou Becl-
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X1 empéchent ainsi les membres pro-apoptotiques de former un oligomére 4 la surface de
la membrane mitochondriale. Quatriémement, la phosphorylation de ces protéines
détermine leur activité. Ainsi, Bad phosphorylé entre autres par Akt est retenu dans le
cytosol, mais sa déphosphorylation par la calcineurine favorise sa relocalisation a la
membrane mitochondriale (Wang et al., 1999b). Cinquiémement, le suppresseur de tumeurs
p53 agit entre autres en induisant I’expression de Puma (Jeffers ef al., 2003), en activant
Bax et Bad ou encore en séquestrant Bcl-2 et Bel-X|, ce qui libére leurs comparses pro-
apoptotiques. Bref, ces protéines contrdlent I’intégrité de la membrane mitochondriale
externe par dimérisation compétitive de paires spécifiques et entrainent une perturbation de
cette membrane lors d’un surplus de protéines apoptogéniques disponibles pour s’y ancrer.
Par ailleurs, les processus opposés de fusion et de fission (créant des changements
morphologiques) bloquent et favorisent, respectivement, la diffusion du cytochrome c des
régions délimitées par les repliements complexes de la membrane mitochondriale interne

vers ’espace intermembranaire d’ou il pourra ensuite accéder au cytosol (Cereghetti &
Scorrano, 2006).

La modulation de la voie intrinséque s’effectue également au niveau de
I’apoptosome, dont la formation est altérée dans plusieurs types de tumeurs. Les protéines
IAP (protéines inhibitrices de 1’apoptose) se lient aux caspases (-3, -7 et -9) et inhibent leur
activité (Deveraux & Reed, 1999). Smac/Diablo supprime I’action inhibitrice des IAP en
interagissant avec celles-ci. L’efficacité de I’apoptosome est aussi modulée par de
nombreux facteurs, entre autres par Akt et ERK1/2 qui, en phosphorylant caspase-9,

empéchent son activation (Schafer & Kornbluth, 2006).

1.5.2.1.3 Interconnexions entre les voies de |’apoptose

Les deux voies majeures d’activation de ’apoptose ne sont pas étanches: des
interconnexions amplifiant la réponse apoptotique existent. Ainsi, caspase-8 peut cliver
Bid, générant le fragment Bid tronqué (tBID) transloqué du cytoplasme aux membranes
mitochondriales ot il stimule une oligomérisation plus efficace de Bax et déclenche la voie
intrinséque activant caspase-9 (Gross et al., 1999). Inversement, I’activation de caspase-8

[par caspase-6 (Cowling & Downward, 2002)] a été rapportée suite a des stimuli activant la
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voie intrinséque, ce qui accélére I’apoptose. Certains stimuli peuvent activer les deux voies
de fagon concomitante, tel qu’observé avec p53 (activation de Puma et Bax et aussi hausse
de I’expression de FasL et DRS), alors que d’autres protéines inhibent les deux voies
majeures, telles que plusieurs HSP (protéines de choc thermique) (Beere, 2004) et ARC
(modulateur de I’apoptose possédant un CARD) (Koseki ef al., 1998). Entre autres, Hsp27
prévient I’activation de caspase-9 en interagissant avec le cytochrome c¢. ARC, fortement
exprimé dans le cceur, atténue soit la voie extrinséque en liant pro-caspase-8, soit la voie

intrinséque en empéchant Bax de provoquer la relache de cytochrome c.

1.5.2.2 La phase d’exécution

Le DISC et I’apoptosome déclenchent ’activation en cascade des caspases via leur
oligomérisation, comme suggéré par I’activation spontanée de caspases lorsque leur
concentration in vitro s’éléve (Boatright et al., 2003). La proximité de zymogénes dans
I’agrégat formé par le DISC, visible en microscopie (Siegel, 2006), et la structure
particuliere de I’apoptosome décrite précédemment favorisent I’auto-activation des
caspases initiatrices -8 et -9. Des analyses cristallographiques ont entre autres montré que
deux hétérodimeéres de caspases, contenant chacun une grosse et une petite sous-unité,
forment alors un hétérotétramére actif (Walker et al., 1994). Les caspases initiatrices ainsi
activées déclenchent le clivage des pro-caspases effectrices puisque celles-ci renferment la
séquence peptidique reconnue par les initiatrices. Les voies intrinséques et extrinséques
convergent & ce niveau constituant un point de non-retour marqué par une protéolyse

hautement spécifique initiée par les caspases effectrices menant a la fragmentation de

I’ADN.

1.5.2.2.1 Modulation de la phase d’exécution

La régulation de I’exécution s’effectue par des molécules inhibitrices des caspases.
Outre celles mentionnées plus haut (cFLIP, IAP, Hsp27 et ARC), il existe des inhibiteurs
naturels des caspases (ex: p35 d’origine virale) et des inhibiteurs synthétiques. Les
peptides synthétiques agissent en bloquant I’accés aux substrats endogénes. Surtout

employés in vitro, ils possédent la séquence de reconnaissance spécifique de certaines
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caspases, couplée a une fonction aldéhyde (CHO, inhibiteurs réversibles) ou cétone (FMK,
irréversibles) leur permettant de se fixer au site catalytique. Par exemple, le DEVD-CHO
inhibe caspase-3 et -7, alors que le IETD-CHO inhibe caspase-8. Le z-VAD-FMK, moins
spécifique, inhibe la plupart des caspases connues. Plus récemment, de petites molécules
non peptidiques inhibitrices de caspases ont été développées. Parmi celles-ci, IDN6556 et
IDN6734, des inhibiteurs a large spectre, sont en études cliniques pour améliorer le
traitement de maladies hépatiques aigués et I’infarctus aigu du myocarde, tous deux

caractérisés par une apoptose excessive (Green & Kroemer, 2005).

1.5.2.3 La phase de dégradation

L’atteinte des multiples cibles des caspases (>100 substrats) affecte de nombreux

processus, dirigeant la cellule vers sa dégradation irréversible en corps apoptotiques.

Parmi les protéines structurales touchées, le clivage de la fodrine et de la gelsoline

détruit le réseau de filaments d’actine, tandis que le clivage de lamines méne au

rétrécissement et bourgeonnement du noyau, démantelant D’architecture cellulaire
(Kothakota et al., 1997).

De nombreuses protéines régulatrices de la mort / survie / croissance sont clivées

par les caspases. Outre Bid activée par caspase-8, les kinases PAK2 et MEKKI1 sont
activées par caspase-3, favorisant respectivement la formation de corps apoptotiques et une
signalisation pro-apoptotique via JNK. A I’opposé, Bcl-2, Bel-X, IAP, Akt et FAK sont
dégradées par les caspases sous certaines conditions, contribuant a la perte de signaux de
survie et au détachement de la matrice. La destruction de NF-kB (clivage de la sous-unité

p65 et de la kinase IKKp I’activant) facilite aussi I’apoptose.

Des enzymes de réparation de I’ADN sont également inactivées par les caspases. La

réparation de ’ADN étant un processus hautement énergétivore, son inhibition permet
d’utiliser I’ATP & un autre usage, soit 1’apoptose. ADN-PK, Rad51 et les protéines ATM

constituent des substrats des caspases. Le plus connu de cette catégorie demeure PARP
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(poly(ADP-ribose) polymérase) (Lazebnik ef al., 1994), activé lors de bris dans I’ADN et
catalysant |’attachement de polyméres d’ ADP-ribose a de multiples facteurs nucléaires afin

de favoriser la réparation de ces bris.

L’activation de DNAses favorise directement la fragmentation internucléosomale de

I’ADN, générant des oligomeéres de grosseur proportionnelle a celle d’un nucléosome. La
principale action des caspases & ce niveau s’effectue sur le couple ICAD/CAD
(désoxyribonucléase activée par les caspases) chez la souris (Enari et al., 1998) (DFF45
(facteur de fragmentation de I’ADN) / DFF40 chez I’humain). Le clivage du domaine N-
terminal de ICAD brise I’interaction de cet inhibiteur avec la sous-unité catalytique du
complexe. La CAD libérée se dirige au noyau et fragmente I’ADN. L’endonucléase G
libérée de la mitochondrie ainsi que des DNAses activées par une baisse du pH

intracellulaire (Counis & Torriglia, 2006) participent également a ce processus.

Suite a D’éclatement de la cellule en de multiples corps apoptotiques, leur
phagocytose par un processus hautement controlé [7 des 14 génes de Caenorhabditis
elegans impliqués dans la mort cellulaire servant & éliminer les cellules mortes (Chung et
al., 2000)] permet leur élimination rapide et empéche le déversement de contenu cellulaire
dans le milieu extracellulaire, ce qui prévient le développement de maladies auto-
immunitaires et inflammatoires. Les macrophages (phagocytes professionnels) et les
cellules environnantes (phagocytes amateurs) accomplissent cette tAche. Une grande variété
de molécules de surface déclenchent I’attachement et I’engouffrement ou bien envoient des
signaux prévenant I’activité phagocytaire. Lors de 1’apoptose, ces signaux négatifs sont
€liminés ou masqués par la cellule qui en exprime d’autres étant reconnus par les
phagocytes, tout dépendant des types cellulaires impliqués, de la voie apoptotique
déployée, de I’étape a laquelle 1’apoptose se situe et du microenvironnement (de Almeida &
Linden, 2005). Le signal le mieux caractérisé demeure D’exposition de PS suite a
Ialtération de mécanismes conservant ces groupements & I’intérieur de la cellule (inhibition
d’une translocase et perte d’interactions avec des protéines du cytosquelette comme la
fodrine) (Fadok et al., 1992). Des récepteurs situés sur le phagocyte (ex : CD68, LOX-1,

SRA et CD36) reconnaissent la PS et enclenchent la phagocytose. D’une autre fagon,
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plusieurs lectines reconnaissent des motifs d’hydrates de carbone sur la cellule apoptotique,
et D’élimination d’acides sialiques (envoyant des signaux négatifs) expose des

asialoglycoconjugués favorisant la phagocytose (de Almeida & Linden, 2005).

1.5.3 L’apoptose dans la pathologie hypertensive

1.5.3.1 Développement et traitement de pathologies par ’apoptose

La description des multiples facteurs impliqués dans 1’apoptose laisse entrevoir la
possibilité qu’un déréglement du processus, méme mineur, puisse déstabiliser
I’homéostasie tissulaire. Une association claire existe entre des pathologies variées et une
modulation inappropriée de 1’apoptose, tel que suggéré au début de cette section. La
compréhension des déréglements impliqués a stimulé la mise en place de stratégies visant a
renverser la situation a I’aide d’inhibiteurs ou d’activateurs de I’apoptose. Dans 1’ensemble,
la difficulté d’atteindre spécifiquement les cellules ciblées in vivo a freiné le développement
de thérapies modulant ’apoptose. Toutefois, quelques médicaments ciblant des joueurs clés
du processus apoptotique apparaissent maintenant en clinique ou se retrouvent au stade des

études cliniques (Green & Kroemer, 2005).

1.5.3.2 Réle de apoptose dans les maladies cardiovasculaires

Au niveau des maladies cardiovasculaires, [’apoptose n’a été étudiée que depuis une
dizaine d’années, mais se distingue maintenant comme un déterminant majeur des
dommages aux organes cibles de ces pathologies, soit le cceur, le réseau vasculaire, le
cerveau et les reins. D’ailleurs, une hausse de 1’apoptose comparativement a la prolifération
cellulaire s’observe lors de la progression vers I’insuffisance cardiaque et 1’infarctus du
myocarde (perte de cardiomyocytes), lors de I’atrophie vasculaire menant & un anévrisme
(perte de CML) et lors de la raréfaction des capillaires associée a I’hypertension artérielle
(perte de cellules endothéliales). En revanche, une baisse de ’apoptose relativement a la
prolifération conduit a I’hyperplasie cellulaire lors du remodelage hypertensif du ventricule

gauche (fibroblastes) et lors du remodelage artériel (CML) dans I’athérosclérose et
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I’hypertension artérielle. De plus, une apoptose et une réplication cellulaire toutes deux
accrues suggerent qu’un taux de renouvellement accéléré puisse expliquer la sénescence
prématurée de cellules endothéliales lors de maladies cardiovasculaires. La perte de
cardiomyocytes par apoptose est a la base de la vision négative de I’apoptose dans notre
champ d’études. Des résultats provenant de différents groupes, incluant le nétre, suggérent
toutefois que des thérapies antihypertensives couramment employées modulent 1’apoptose
soit a la hausse pour renverser le remodelage hypertensif pathologique (deBlois et al.,
2005), soit a la baisse pour contrer la progression vers I’insuffisance cardiaque (Fortuno et
al., 2003). La prochaine section définira plus en détails ces résultats jetant les bases des

expériences incluses dans cette thése.

1.5.3.3 L’apoptose et ses mécanismes moléculaires dans les dommages associés a

I’hypertension artérielle

Les observations initiales suggérant un déréglement de [’apoptose dans
I’hypertension ont été obtenues par le groupe de Hamet. Le marquage radioactif de ’ADN
génomique in utero a révélé une baisse de 50% de la demi-vie de I’ADN dans le cceur,
I’aorte thoracique et les reins de SHR pré-hypertendus comparativement aux rats WKY,
suggérant un taux de renouvellement accentué impliquant la voie de I’Angll (Thorin-
Trescases et al., 2001; Hamet et al., 2001). Utilisant une technique insérant in sifu un
nucléotide radioactif aux sites de fragmentation internucléosomale de I’ADN, ce groupe a
rapporté que le niveau d’apoptose variait selon I’age des animaux : une apoptose atténuée
chez le SHR nouveau-né comparativement aux rats WKY favorise le développement de
’hyperplasie cardiaque initiale (Hamet et al., 1996; Moreau et al., 1997), tandis qu’une
hausse de I’apoptose dans les organes cibles de ’hypertension artérielle s’observe ensuite
chez de jeunes adultes rats et souris spontanément hypertendus comparativement aux
animaux normotendus (Hamet et al., 1995). Une revue exhaustive de la littérature révéle
que I’apoptose est modulée différemment dans de nombreux tissus du SHR
comparativement aux rats normotendus, avec une accentuation remarquée dans le cerveau
(hippocampe, cortex et neurones de la rétine), les cellules intestinales, la prostate, les
ostéocytes et le systeme immunitaire (lymphocytes et thymocytes) (Hale ef al., 2006) (voir

Annexe). Au niveau cardiovasculaire, ces différences seront traitées dans les sections
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suivantes. Plusieurs de ces différences persistent suite a la réduction de la tension artérielle
ou lorsque les cellules sont mises en culture. Ces données suggérent que des mécanismes
hémodynamiques et génétiques ou humoraux participent au controle de ’apoptose dans

I’hypertension artérielle.

1.5.3.3.1 Apoptose rénale dans I’hypertension artérielle

La néphropathie hypertensive se caractérise par une fibrose interstitielle
(accumulation de fibroblastes) ainsi que par une sclérose glomérulaire et une atrophie
tubulaire (perte progressive de néphrons). L’apoptose dans les compartiments glomérulaires
et tubulaires dans I’hypertension expérimentale (Ying et al., 2000) peut conduire a la
raréfaction microvasculaire. Des hausses de TGF-B et d’espéces réactives de 1’oxygene,
relayées par I’Ang II et suivies de I’activation de p38 et de la liaison de FasL a son
récepteur, ressortent comme les principales voies d’induction de ’apoptose rénale dans
I’hypertension artérielle. Chez 1’humain, malgré le peu de données dans I’hypertension, la
masse rénale réduite et I’atrophie tubulaire observées chez des patients hypertendus ainsi
que I’apoptose observée lors de néphropathies similaires suggérent son role dans la

progression vers ’insuffisance rénale hypertensive.

1.5.3.3.2 Apoptose cardiaque dans |’hypertension artérielle

Le processus apoptotique est également dysfonctionnel dans le cceur hypertendu,
plus particuli¢rement au niveau du ventricule gauche. La dynamique des populations
cellulaires lors du développement de I’organe et lors de pathologies varie selon le type
cellulaire : la modulation de 1’équilibre entre la croissance et la mort différe entre les
cardiomyocytes et les fibroblastes. Chez le SHR, I’hyperplasie cardiaque néonatale est
associée a une hausse de la synthése d’ADN et a4 une baisse de I’apoptose dans les 24
premicres heures suivant la naissance (Walter & Hamet, 1986; Moreau et al., 1997).
Certaines études rapportent une hausse de 1’apoptose des cardiomyocytes en fonction de
I’4ge chez le SHR: suite a I’apoptose réduite chez le nouveau-né, une augmentation de
’apoptose des cardiomyocytes est décelée a partir de ’Age de trois semaines et atteint un

plateau & 16 semaines (Hamet et al., 1995; Peng et al, 1999; Liu et al., 2000), en
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corrélation avec le développement de I’hyperplasie des fibroblastes. De plus, une
augmentation du ratio d’expression de Bax / Bcl-2 suggére que la susceptibilité cardiaque a
I’apoptose est accrue chez le SHR (Fortuno et al., 1998). D’autres modéles non génétiques
d’hypertension [perfusion d’Ang II (Diep et al., 2002) et surcharge pressive suite 4 une
coarctation aortique (Leri et al., 1998)] présentent également une augmentation rapide de
I’apoptose des cardiomyocytes bien avant la diminution de la fonction cardiaque. En accord
avec ces données, I’ Ang II stimule 1’apoptose de cardiomyocytes in vitro (Leri et al., 1998;
Ravassa et al., 2000) et in vivo (Diep et al., 2002) via le récepteur AT,. En culture, la
réponse apoptotique a I’ Ang II est plus grande chez les cardiomyocytes provenant de SHR

que ceux de rats WKY, et pourrait faire intervenir le récepteur AT, (Ravassa ef al., 2000).

De nombreuses évidences expérimentales et cliniques accumulées lors des 10
derniéres années indiquent que I’apoptose contribue a I’insuffisance cardiaque via la perte
de cardiomyocytes (Teiger et al., 1996; Anversa et al., 1997). Lors de la transition entre
IPHVG compensée et I’insuffisance cardiaque, chez le SHR (Diez ef al., 1997; Li et al.,
1997b) ou suite a la perfusion d’Ang II (Nemer et al., 2006), une perte soutenue de
cardiomyocytes par apoptose survient. Des données récentes suggérent un lien direct entre
la détérioration mitochondriale et I’apoptose des cardiomyocytes, le remodelage
pathologique et méme la mort prématurée suite a une insuffisance cardiaque, puisque toutes
ces anomalies ont pu étre empéchées en maintenant I’état de compensation par la

surexpression de Bcl-2 (Nemer et al., 2006).

Les données recueillies sur les modéles expérimentaux corrélent avec les
observations faites chez des patients présentant une hypertension essentielle sans
cardiomyopathie ischémique ni insuffisance cardiaque. Ainsi, des biopsies
endomyocardiques du septum droit de ces patients révélent une hausse de 1’apoptose
cardiaque (par détection in situ de la fragmentation de I’ADN et de caspase-3 activée) tant
dans les cardiomyocytes que dans les non-cardiomyocytes, comparativement a des coeurs

normotendus autopsiés (Gonzalez et al., 2002).
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1.5.3.3.3 Apoptose vasculaire dans [’hypertension artérielle

La relation entre les niveaux de croissance et de mort cellulaire semble importante
dans le développement du remodelage vasculaire hypertensif, suggérant un rdle de
I’apoptose variant selon le type de vaisseau. Au niveau des artéres de résistance, 1’apoptose
de CML chez le SHR augmente comparativement aux rats WKY dans le mésentére lors de
I’augmentation du ratio média / lumiére sans hausse de masse vasculaire (Rizzoni ef al.,
2000b), favorisant ainsi le maintien du caractére eutrophique de ce type de remodelage. Au
niveau des gros troncs de capacitance, telle que 1’aorte, ’apoptose des CML d’animaux
hypertendus adultes (SHR et rat DOCA-sel) se révéle plus fréquente que chez les rats
normotendus, comme démontré par une élévation de la fragmentation de I’ADN, du ratio
Bax / Bcl-2 et de ’activation de caspase-3 (Hamet et al., 1995; Sharifi & Schiffrin, 1997).
Les mécanismes conduisant & cette activation ““chronique™ de 1’apoptose demeurent
inexpliqués, mais pourraient faire intervenir une tentative de contrebalancer, quoique de
fagon inadéquate, I’hypertrophie et I’hyperplasie. D’un autre coté, cette mort cellulaire
pourrait refléter une susceptibilité accrue des cellules présentant un phénotype plutdt
synthétique que contractile a entrer en apoptose. Ces propositions sont supportées par des
études montrant que I’Ang II perfusée a des rats (un puissant stimulus hypertrophique)
augmente de fagon paradoxale I’apoptose de CML (Diep et al., 1999), et que les CML de
SHR (et de SHRSP) mises en culture entrent plus facilement en apoptose en réponse a une
privation de sérum ou a une stimulation de la voie de I’AMP¢ que des CML provenant de
rats WKY. De plus, des études réalisées sur des CML transfectées avec c-myc ont suggéré
que le risque des cellules proliférantes d’entrer en apoptose est plus élevé. Outre le
remodelage associé aux modifications de pression et de débit sanguin, 1’élévation de la
tension longitudinale (Jackson et al., 2002), tout comme son atténuation (Jackson er al.,
2005), produit un remodelage artériel impliquant entre autres I’induction de I’apoptose.
L’apoptose de CML semble donc représenter un important mécanisme par lequel les
vaisseaux peuvent adapter leur structure pour maintenir une perfusion adéquate des

organes.

Chez I’humain, les petites artéres glutéales (disséquées a partir de biopsies de gras
sous-cutané) montrent un remodelage similaire a4 celui observé dans les modéles

expérimentaux (Schiffrin et al., 1993), suggérant que I’apoptose puisse aider 4 maintenir
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constant le nombre de CML. Au niveau des grosses artéres, la difficulté évidente de réaliser

des études invasives limite nos connaissances sur le role de I’apoptose.

Comme mentionné au niveau rénal, les cellules endothéliales présentent aussi un
équilibre altérée entre la mort et la survie dans I’hypertension artérielle. La raréfaction des
capillaires fréquemment observée dans plusieurs organes d’animaux hypertendus suggére
une viabilité réduite de ces cellules (Kiefer et al., 2003). En effet, il a été rapporté que
I’apoptose accrue de cellules endothéliales, tant chez le SHR que dans un modéle
d’hypertension causée par les glucocorticoides et que dans un modéle d’hypertension
rénale, contribue a cette raréfaction des capillaires (Gobe et al., 1997; Vega et al., 1999;

Suematsu ef al., 2002).

1.5.4 Role de la modulation de I’apoptose dans les effets bénéfiques des

antihypertenseurs

Dans la majorité des maladies cardiovasculaires, les fibroblastes cardiaques et les
CML des gros vaisseaux proliférent, ce qui contribue a I’établissement, au maintien et/ou a
I’aggravation de la maladie. Le point de vue traditionnel veut que les traitements ne
peuvent que prévenir le développement de ’hyperplasie cardiovasculaire. Toutefois, nous
avons proposé en premier que des médicaments sécuritaires et fréquemment prescrits en
clinique peuvent renverser la situation. En utilisant le modéle du SHR, nous avons
démontré que les antihypertenseurs capables de renverser I’hypertrophie cardiaque et/ou
aortique induisent une apoptose transitoire dans ces organes (deBlois et al., 1997; Tea et
al., 1999), survenant rapidement suite a I’initiation du traitement (a ’intérieur des dix
premiers jours) pour ensuite retourner prés des valeurs basales. Cependant, cela ne
s’observe pas avec un vasodilatateur ne corrigeant pas I’hypertrophie, tel que I’hydralazine,
suggérant une forte composante indépendante de la pression (deBlois ef al., 1997; Tea et
al., 1999). Ce concept d’apoptose thérapeutique prévaut déja dans le domaine de la
recherche contre le cancer et a été proposé pour le traitement de 1’obésité (Kolonin et al.,
2004). Or, son application dans les thérapies cardiovasculaires fait office de nouveauté.
Ainsi, Pollman ef al. ont démontré pour la premiére fois en 1998 que dans une artére

carotide de lapin, I’hyperplasie néointimale résultant d’une dénudation de I’endothélium
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par un ballonnet peut étre renversée par I’apoptose (Pollman et al., 1998). Notre laboratoire
a ensuite suggéré que des antihypertenseurs puissent aussi moduler I’apoptose néointimale
afin de prévenir et de faire régresser la lésion vasculaire (Lemay et al., 2000; Lemay et al.,
2001). Le rdle thérapeutique potentiel de P’induction de P’apoptose de CML dans
I’hypertension pulmonaire, caractérisée par une hyperplasie de I’intima, a été démontré
récemment dans des modéles expérimentaux & I’aide de multiples stratégies modulant
I’apoptose (Cowan et al., 2000a; Nishimura et al., 2003; McMurtry et al., 2005). De plus,
plusieurs rapports démontrent que des inhibiteurs du SRA préviennent 1’apoptose des
cardiomyocytes lors de la transition vers I’insuffisance cardiaque, de méme que 1’apoptose
rénale décrite plus haut. Une revue des différents effets des antihypertenseurs sur la
modulation de I’apoptose cardiovasculaire présentera les prémisses des travaux réalisés

dans le cadre de cette thése.

1.5.4.1 Modulation de I’apoptose rénale par les antihypertenseurs

Plusieurs agents antihypertenseurs préviennent I’apoptose rénale (podocytes,
cellules mésangiales et cellules tubulaires) dans les modéles expérimentaux et ralentissent
la progression de la pathologie (Ding et al., 2002; Lodha et al., 2002; Bhaskaran et al.,
2003; Ono et al., 2004; Durvasula et al., 2004; Soto et al., 2004; Wolf et al., 2005). Le
losartan prévient complétement 1’apoptose tubulo-interstitielle (Aizawa et al., 2001) suite a
la perfusion d’Ang II (I’hydralazine ne la prévient qu’en partie); des BCC et des B-
bloqueurs préviennent les dommages aux glomérules en inhibant 1’apoptose dans la
néphrosclérose hypertensive (Inada ef al., 2002; Zhou et al., 2002) [I’hydrochlorothiazide
exacerbe la pathologie (Ono ef al., 1996)]. La supériorité de certains agents serait reliée a
Iatténuation du TGF-B et/ou a une augmentation des kinines (Chao & Chao, 2005). En
revanche, chez le SHR, plusieurs classes d’antihypertenseurs, sauf I’hydralazine, semblent
augmenter transitoirement I’apoptose rénale (Tea, B.S. ef al, données non publiées), ce qui
pourrait réduire I’excés de collagéne en éliminant sélectivement des cellules interstitielles
(fibroblastes?). Etant donné que la prévalence de I’insuffisance rénale dans la population
hypertensive continue de croitre, de nouvelles stratégies permettant de contrdler / renverser

les dommages rénaux demeurent requises.
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1.5.4.2 Modulation de ’apoptose cardiaque par les antihypertenseurs

L’apoptose accrue de cardiomyocytes lors de la transition vers I’insuffisance
cardiaque peut étre prévenue par des iECA et des antagonistes AT}, que ce soit dans des
modéles expérimentaux (SHR (Diez et al., 1997; Li et al., 1997b; Fortuno et al., 1998;
Groholm et al., 2004), perfusion d’Ang II (Diep et al., 2002), etc.) ou chez I’humain
(Gonzalez et al., 2002). Cet effet semble indépendant de la baisse de pression et corréle
plut6t, dans le cas des iECA, avec I’inhibition de ’ECA dans les ventricules (Diez et al.,
1997). Cette prévention de 1’apoptose des cardiomyocytes 4 un moment crucial de la
progression de la pathologie pourrait participer & la normalisation de I’espérance de vie du
SHR (et du SHRSP) griace a ces médicaments (Linz et al, 1997; Linz et al., 2000).
Toutefois, une telle prévention de 1’apoptose de cardiomyocytes n’a pu étre observée chez
des patients recevant I’amlodipine (Gonzalez et al., 2002), quoique d’importantes
différences entre les groupes avant le traitement nuisent a 1’interprétation finale de ces

données.

A ’opposé, nous avons suggéré que I’augmentation transitoire de 1’apoptose
cardiaque pourrait contribuer aux effets bénéfiques d’antihypertenseurs sur la structure
cardiaque (Tea et al., 1999). Les classes de médicaments présentant un tel effet incluent les
iIECA, les antagonistes AT}, les BCC et les B-bloqueurs (Tea ef al., 1999). Ainsi, chez de
jeunes adultes SHR, I’inhibition de ECA ou le blocage des récepteurs AT, permet de
renverser I’hyperplasie des non-cardiomyocytes en éliminant sélectivement les fibroblastes
en exces par apoptose, alors qu’une simple baisse de pression avec 1’hydralazine ne produit
pas cet effet (Tea et al., 1999; Der Sarkissian ef al., 2003). Une telle réduction du nombre
de fibroblastes produisant du collagéne participe possiblement aux effets bénéfiques des
thérapies antihypertensives sur le développement de la fibrose cardiaque. Toutefois, la
cinétique de 1’apoptose dans le ventricule gauche de SHR traités avec un BCC, de méme

que le type cellulaire impliqué et sa distribution spatiale, demeurent inconnus.

Quelques explications réconcilient 1’apparente contradiction entre le fait que les
mémes meédicaments peuvent soit inhiber, soit activer I’apoptose cardiaque. Tout d’abord,

I’apoptose cardiaque est contrdlée différemment lors de la progression de la maladie ou de
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son traitement. Cette régulation temporelle permet 1’élimination de fibroblastes en excés
lors de I’initiation du traitement antihypertenseur chez un animal présentant une HVG
compensée, alors qu’elle favorise la sauvegarde des cardiomyocytes lors du traitement
antihypertenseur au moment ot la préservation de la fonction cardiaque devient critique:; ce

concept est illustré a la figure 7.
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Figure 7. Effets des inhibiteurs du systéme rénine-angiotensine et des bloqueurs des
canaux calciques sur ’apoptose dans le cceur hypertendu.

A court terme, ces traitements renversent I’hyperplasie des fibroblastes en éliminant ceux
en excés par une apoptose transitoire. A long terme, les inhibiteurs du SRA préservent la
viabilité du myocarde en prévenant I’apoptose de cardiomyocytes (un tel effet demeure a
confirmer en ce qui concerne les BCC). Un profil similaire pourrait décrire I’apoptose
vasculaire en réponse & des inhibiteurs du SRA, avec cette fois une apoptose rapide et

massive des CML (voir section suivante) en présence d’une survie accrue des cellules
endothéliales. Adaptée de deBlois et al., 2005.

D’un autre coté, le contrdle de I’apoptose cardiaque s’effectue de fagon spécifique
au type cellulaire, ’Ang II favorisant aussi bien la prolifération des fibroblastes et
I’apoptose des cardiomyocytes via son récepteur AT, (Sadoshima & Izumo, 1993; Horiuchi
et al., 1998). Ainsi, le losartan prévient 1’apoptose de cardiomyocytes (Diep et al., 1999)
tandis qu’il atténue la prolifération et, parallélement, la génération de signaux de survie
vers les fibroblastes, accroissant leur susceptibilité a I’apoptose (Der Sarkissian et al.,
2003). La signalisation -adrénergique représente un autre exemple de modulation de
I’apoptose spécifique au type cellulaire, activant la mort de cardiomyocytes [via la voie de
I’AMPc (Communal et al., 1998; Iwai-Kanai et al., 1999)] et la survie / prolifération de
fibroblastes cardiaques [via la voie de PI3K / Akt (Colombo ef al., 2001)]. D’une fagon
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similaire aux bloqueurs du SRA, le contrdle de I’insuffisance cardiaque avec les PB-
bloqueurs est associé avec la prévention de I’apoptose de cardiomyocytes (Sabbah et al.,

2000), alors que le propranolol active I’apoptose de non-cardiomyocytes chez le jeune
adulte SHR (Tea et al., 1999).

1.5.4.3 Modulation de I’apoptose vasculaire par les antihypertenseurs

Comme il a été mentionné précédemment, les antihypertenseurs permettant de
renverser I’hypertrophie aortique chez le SHR (iECA, antagoniste AT; et BCC) induisent
également une apoptose transitoire et rapide de CML aortiques (deBlois ef al., 1997; Tea et
al., 2000; Marchand et al., 2003; Der Sarkissian et al., 2004). Pour une baisse de pression
similaire, I’absence d’effet de I’hydralazine sur le remodelage aortique suggére la mise en
place d’un mécanisme indépendant de la pression, bien que la baisse de débit sanguin (ou
de la tension pariétale) puisse élever d’elle-méme I’apoptose de CML dans certaines
conditions (Cho et al., 1997; Bayer et al., 1999). Le laps de temps a I’intérieur duquel
P’apoptose est détectée (fenétre apoptotique) précéde a la fois la réduction soutenue de la
prolifération cellulaire (synthése d’ADN) et la correction de la masse du vaisseau (deBlois
et al., 1997), suggérant que ’apoptose peut jouer un role important dans le déclenchement
de la régression de I’hypertrophie aortique. Cette hypothése a été testée en co-administrant
a des SHR le losartan et I’inhibiteur général de caspases z-VAD-fmk : I’inhibition de
’apoptose par le Z-VAD-fmk, bien que sans effet sur I’action antihypertensive du losartan,
a completement prévenu la régression de [’hypertrophie du vaisseau, démontrant le
caractére obligatoire de ’apoptose dans la correction du remodelage aortique pathologique
(Marchand et al., 2003). Lorsque le traitement se prolonge sur quatre semaines, aucune
perte supplémentaire significative de CML n’est observée (deBlois ef al., 1997). De la
méme fagon, lorsque la nifédipine est administrée de fagon intermittente (traitement de
deux semaines suivi d’une interruption de trois semaines puis d’un nouveau traitement de
deux semaines), il n’y a pas de seconde vague d’apoptose permettant de réduire a nouveau
le contenu aortique en ADN, méme si une fragmentation de I’ADN se présente & nouveau
(deBlois et al., 2005). Un traitement a plus long terme (douze semaines) chez le SHR avec
un iECA ou un BCC démontre que des protéines modulatrices de I’apoptose et la

fragmentation de I’ADN demeurent élevées, favorisant une réduction soutenue de
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I’hyperplasie vasculaire (Sharifi & Schiffrin, 1998). Etant donné que ’apoptose de CML en
réponse a des antihypertenseurs semble survenir sélectivement dans les grosses artéres
plutdt que les petites, elle joue possiblement un réle plus important dans le contrdle de la
compliance vasculaire et de la progression de 1’athérosclérose que dans le contrdle de la

pression sanguine systémique.

Les mécanismes précis de I'induction de I’apoptose de CML in vivo par les trois
classes de médicaments renversant 1’hyperplasie aortique ne sont pas encore complétement
compris et font ’objet des études décrites dans la présente thése. Voici donc 1’état des
connaissances dans ce domaine, hormis les données qui seront présentées dans les chapitres

des résultats.

1.5.4.3.1 Apoptose des CML et les antagonistes AT,

Les évidences in vitro actuelles montrant que le récepteur AT, augmente la
croissance et la survie des CML alors que le récepteur AT, induit des effets opposés
suggérent que la stimulation unilatérale du récepteur AT, en présence d’un antagoniste AT,
favoriserait ’apoptose, bien que des données contradictoires in vivo accordent aussi un
effet pro-croissance au récepteur AT, (Levy et al., 1996; Otsuka ef al., 1998). Dans notre
modele, le blocage des récepteurs AT, avec le PD123319 supprime I’induction de
I’apoptose et la régression de I’hypertrophie aortique chez des SHR recevant le valsartan
(Tea et al., 2000). L’apoptose aortique induite par les antagonistes AT, implique donc la
suractivation du récepteur AT, pro-apoptotique. Il a été rapporté que I’activation de
caspase-3 et la diminution de I’expression de Bcl-2 surviennent avant I’activation de
caspase-9 et ’expression accrue de Bax lors de I’apoptose de CML initiée par le losartan
chez le SHR (Marchand et al., 2003), suggérant que la voie mitochondriale intrinséque
amplifie plut6t qu’initie I’apoptose dans ce modéle. Toutefois, les événements survenant en
aval du récepteur AT, et en amont de I’activation de Bax et des caspases demeurent

inconnus.
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1.5.4.3.2 Apoptose des CML et les iECA

La co-administration de 1’antagoniste AT, PD123319 avec 1’énalapril ne prévient
pas les effets pro-apoptotiques de celui-ci (Tea et al., 2000), sans grande surprise puisque
les iECA diminuent la stimulation des récepteurs AT, et AT,. De plus, étant donné que
I’apoptose est absente lors d’un blocage combiné des récepteurs AT, et AT, (Tea et al.,
2000), une situation reproduisant I’inhibition de la production d’Ang II par les iECA, ceux-

ci n’induisent vraisemblablement pas ’apoptose via une réduction d’Ang II.

D’autre part, nos plus récents résultats concernant 1’apoptose vasculaire chez le
SHR montrent que I’augmentation de la capacité du vaisseau a produire du NO
(amplification de la fonction endothéliale par la co-administration du précurseur du NO, L-
arginine, et du co-facteur de eNOS, le BH4) ne peut a elle seule initier I’apoptose de CML
(Der Sarkissian et al., 2004). Cependant, la supplémentation en L-arginine et BH4, lorsque
combinée a ’administration de I’énalapril, devance I’induction de 1’apoptose de CML, qui
est alors activée en I’espace d’une semaine de traitement (Der Sarkissian ef al., 2004). Cela
suggere que la correction de la dysfonction endothéliale obtenue avec un iECA ne constitue
pas I’'unique mécanisme menant & I’initiation de la réponse apoptotique, bien qu’elle puisse
y participer activement. Il semblerait que I’énalapril sensibilise I’aorte de fagon a ce que les
CML médiales puissent ensuite tirer profit de I’efficacité accrue de eNOS a générer du NO,
un inducteur connu de I’apoptose des CML. L’hypothése actuelle suggére I’implication
d’une autre cascade biochimique modulée par les iECA. A cet égard, la stimulation des
récepteurs des kinines suite a la prolongation de la demi-vie de ces peptides par un iECA
représente une possibilité plus qu’intéressante, puisque étant couplée a une hausse de
Iactivité de eNOS. Tel que mentionné précédemment, les kinines participent a plusieurs
des effets bénéfiques ou secondaires des iECA. Leur récepteur constitutif RB, et leur
récepteur inductible RB; peuvent relayer 1’inhibition de la croissance des CML (Dixon &
Dennis, 1997) ou de cellules mésangiales en culture notamment par un mécanisme faisant
intervenir la phosphatase SHP-2 (Duchene e al., 2002; Cellier et al., 2003). De plus, dans
des petites artéres de rats, le RB; stimule la sphingomyélinase et la libération de céramide
(Kleine et al., 2002), un médiateur important dans I’induction de I’apoptose (notamment

avec le récepteur AT;) (Hannun & Obeid, 1995; Gallinat et al., 1999). En somme, le
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mécanisme d’induction de ’apoptose par les iECA demeure inconnu et pourrait faire

intervenir la voie des kinines et la production de NO.

1.5.4.3.3 Apoptose des CML et les BCC

Les BCC représentent la troisieme classe d’antihypertenseurs pouvant induire
Papoptose de CML chez le SHR, comme démontré avec la nifédipine in vivo (deBlois et
al., 1997) et in vitro (Stead et al., 2000) et avec I’amlodipine in vivo (Sharifi & Schiffrin,
1998). Toutefois, ni la corrélation temporelle entre 1’induction de ’apoptose par les BCC et
la régression de I’hypertrophie aortique, ni les mécanismes moléculaires impliqués dans
I’induction de ’apoptose par les BCC n’ont été investigués jusqu’a présent. Etant donné
que les trois classes d’antihypertenseurs étudiées chez le SHR (IECA, antagonistes AT et
BCC) éliminent tous environ 30% des CML aortiques, il est possible que ces médicaments
induisent 1’apoptose thérapeutique par des mécanismes modulant des voies endocrines
distinctes convergeant vers des voies de signalisation intracellulaire apoptogéniques

communes.
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1.6 Considérations méthodologiques sur la mesure de Papoptose
in vivo
Les méthodes utilisées afin d’affirmer qu’une mort cellulaire programmée par

apoptose a été enclenchée se basent sur les divers critéres de détection soulevés a la section

1.5.1. La présente section offre une évaluation critique des méthodes employées.

1.6.1 Généralités

Tout d’abord, il est essentiel de combiner ces méthodes afin d’agencer les multiples
évidences permettant de décrire le processus apoptotique et d’éliminer la possibilité de la
présence d’une autre forme de mort cellulaire, soit la nécrose. Des méthodes permettant une
quantification adéquate de 1’apoptose sont également requises afin de déterminer I’ampleur
du processus dans un tissu donné. La méthode classique basée sur les critéres
morphologiques visualisés a I’aide de la microscopie optique et/ou électronique, bien que
distinguant 1’apoptose de la nécrose, se préte difficilement aux études in vivo prolongées
sur quelques jours telles que celles présentées dans cette thése. En effet, la méthode
morphologique demeure trés utile lorsque appliquée sur des cellules en culture entrant en
apoptose sur un court laps de temps, mais la rapidité relative du processus apoptotique
[seulement quelques heures entre I’initiation et 1’éclatement en corps apoptotiques (Cho et
al., 1997)] fait en sorte qu’il est ardu d’utiliser ces critéres pour identifier 1’apoptose in vivo
et surtout pour la quantifier. Il devient donc nécessaire d’employer d’autres méthodes, telles
que celles basées sur la fragmentation internucléosomale de I’ADN et sur la détection de
protéines régulatrices de 1’apoptose, et de les appliquer sur des designs expérimentaux
allant de la cinétique fine des réponses a un médicament (animaux sacrifiés a tous les jours
du traitement) a I’étude de I’effet cumulatif du traitement (animaux sacrifiés aprés 3 ou 4
semaines de médication). De plus, les résultats obtenus avec ces méthodes devraient étre
corroborés par ceux résultant de 1’analyse histologique / stéréologique du tissu permettant
d’évaluer I'impact ultime de I’apoptose, soit la réduction du nombre de cellules dans un
tissu donné. A I’inverse, une simple réduction de la densité cellulaire entre deux

populations évaluées au méme temps n’implique pas automatiquement la participation de
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I’apoptose étant donné qu’une atténuation de la prolifération peut également produire un tel
effet sur un tissu au temps de renouvellement relativement élevé. Il est donc essentiel de

combiner plusieurs critéres pour confirmer la présence d’un phénoméne apoptotique.

1.6.2 Fragmentation internucléosomale de I’ADN

La détection d’un motif en barreaux d’échelles (DNA ladder) suite a
I’électrophorése de I’ADN sur gel d’agarose permet une évaluation relative de 1’apoptose.
Toutefois, 'importance du processus apoptotique, en terme de la quantité de cellules
touchées, ne peut s’évaluer avec cette méthode puisque le degré de fragmentation de I’ ADN
varie énormément selon qu’une cellule se trouve en phase initiale ou terminale de
I’apoptose. En effet, en phase terminale, ’ADN se trouve presque complétement a 1’état
fragmenté, ce qui génere un trés fort signal de fragmentation, alors que si plusieurs cellules

viennent tout juste d’entrer en apoptose, un faible signal sera décelé.

A l’opposé, la détection in situ (sur coupes de tissus) de la fragmentation
internucléosomale de I’ ADN suite a I’insertion par I’enzyme désoxynucléotidyl transférase
terminale (Tdt) d’un nucléotide marqué permet quant & elle de quantifier adéquatement le
nombre de noyaux apoptotiques, d’évaluer leur distribution a I’intérieur d’un tissu et méme
de déterminer le type cellulaire en apoptose en employant des techniques de double
marquage (Gavrieli er al., 1992). Par contre, les avantages de cette méthode nommée
TUNEL (Tdt-mediated dUTP nick-end labelling) s’assombrissent par le fait que la Tdt peut
incorporer le nucléotide marqué a des sites autres que ceux produits lors de ’apoptose,
incluant les extrémités 3’-OH présentes lors de la synthése d’ARN (Kockx et al., 1998)
(pouvant ainsi marquer les cellules en prolifération), lors de la réparation de I’ADN (Kanoh
et al., 1999) et sur les coupures franches du double brin d’ADN lors de la nécrose (Grasl-
Kraupp ef al., 1995). Une telle limitation peut étre contournée en incorporant plutét, a
I’aide de la T4 ligase, un oligonucléotide biotinylé en forme d’épingle a cheveux (hairpin);
cette méthode est nommée ISOL (in situ oligonucleotide ligation) (Didenko et al., 1998).
Cet oligonucléotide, par sa configuration, ne peut se lier qu’aux sites de bris du double brin
présentant une extrémité 3°-OH avec une seule base surplombant la coupure. Ces sites de

coupure décalée d’une base apparaissent beaucoup plus spécifiquement lors de I’apoptose
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que lors de la nécrose (Didenko & Hornsby, 1996; Didenko et al, 1999). L’emploi du
ISOL permet effectivement de réduire la présence de faux positifs détectés par le TUNEL

(Lesauskaite ef al., 2004) ou encore de confirmer des résultats obtenus avec le TUNEL.

1.6.3 Protéines régulatrices de I’apoptose

La participation des caspases a la réponse étudiée se détecte principalement de deux
fagons, soit en évaluant leur activité enzymatique, soit en évaluant leur expression.
Premiérement, la capacité d’un extrait protéique a cliver un substrat fluorescent, reconnu
spécifiquement par une des diverses caspases a I’intérieur d’une durée déterminée et la
possibilité de bloquer cette action par 1’ajout d’un inhibiteur spécifique de la caspase a
I’étude, permet de calculer I’activité enzymatique propre a une caspase. Deuxiémement, en
raison du fait que les caspases sont présentes dans les tissus sous la forme de zymogénes
clivés lors de leur activation, il est possible d’employer la technique d’immunobuvardage
de type Western pour déterminer un niveau relatif d’activation d’une caspase précise en
ayant recours & un anticorps reconnaissant a la fois les formes latentes et actives de
I’enzyme. Toutefois, dans un tissu complexe comme le cceur, il demeure impossible de
déterminer quel(s) type(s) cellulaire(s) contribue(nt) aux modifications de I’expression des
caspases. L’emploi d’anticorps, dirigés uniquement contre la forme active, sur des coupes
histologiques (technique d’immunohistochimie) permet d’évaluer la distribution tissulaire
des caspases activées et de déterminer le type cellulaire présentant une telle activation. De
la méme fagon, I’expression de multiples autres protéines contrdlant I’apoptose, telles que
Bax et Bcl-2, peut étre évaluée semi-quantitativement a 1’aide d’immunobuvardages de

type Western.

1.6.4 Densité cellulaire et outils stéréologiques

Une méthode générale pour évaluer la quantité de cellules consiste a mesurer
quantitativement le contenu tissulaire en ADN. Toutefois, cette mesure présuppose que
toutes les cellules possedent la méme quantité d’ADN et fait donc fi des cellules
polyploides qui apparaissent dans le cceur et les vaisseaux lors de ’hypertension artérielle

(Barrett et al., 1983; Reilly et al., 1988; Diez et al., 1997). De plus, le contenu en ADN
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représente a la fois I’impact d’un traitement, d’une pathologie, sur la synthése ainsi que sur
la dégradation de cet ADN. Bref, le contenu en ADN permet d’évaluer grossiérement la
quantité de cellules dans un tissu donné et cette information se doit d’étre confirmée par des
méthodes évaluant la densité cellulaire. Bien que les décomptes de particules effectués sur
une section isolée soient encore monnaie courante dans la majorité des sphéres de
recherche, une forte incertitude peut étre introduite selon I’orientation, la forme et la taille
des particules. Cela est & la base du débat qui sévit depuis fort longtemps dans ce domaine
et qui remet en question la validité des données ainsi recueillies (Baddeley, 2001; Von,
2002), bien que des groupes consideérent toujours adéquate une telle méthode pour estimer
une densité numérique d’objets (Benes & Lange, 2001). En revanche, les méthodes
stéréologiques permettent de contourner ces biais et d’obtenir une évaluation plus juste des
différentes variables a 1’étude. Les outils stéréologiques visent a permettre la
compréhension de I’arrangement structural tridimensionnel en se basant sur des coupes ne
présentant de I’information qu’en deux dimensions (Mandarim-de-Lacerda, 2003), pour
autant que les objets étudiés soit identifiables sans ambiguité sur des sections paralléles ou
des plans focaux successifs. Alors que la morphométrie constitue une méthode quantitative
bidimensionnelle permettant une mesure directe, comme lorsque nous évaluons I’aire de
section d’un vaisseau sur une coupe microscopique, la stéréologie emploie plutdt un

systeme d’essai composé de points et de lignes formant une grille, une surface.

L’outil stéréologique nommé disecteur tridimensionnel, décrit pour la premiére fois
en 1984 (Sterio, 1984), permet d’évaluer le nombre de particules arbitraires dans un volume
déterminé sans introduire un biais relié a la taille, I’orientation ou la forme de ces
particules. Cette méthode a été appliquée au réseau vasculaire I’année suivant son
introduction et a permis de mettre en évidence une hyperplasie dans les artéres
mésentériques du SHR (Mulvany er al., 1985). Cependant, le disecteur et I’emploi que nous
en faisons ne sont pas a I’abri des critiques. Ainsi, certains biais (trop pointus pour étre
démontrés ici) demeurent inhérents a son utilisation sur des coupes histologiques préparées
avec un microtome, soit le disecteur physique (Geuna, 2005). De plus, comme il est
pratiquement impossible de couvrir toute ’aorte 4 une résolution de 400X avec le disecteur,
nous devons choisir une région du vaisseau représentative de son ensemble, et cette

sélection peut introduire une variabilité dans la méthode et les résultats obtenus. Au niveau
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cardiaque, nous avons évalué le nombre de cellules a ’aide d’une analyse stéréologique en
créant une grille de 165 points, et dont les détails sont fournis a la section 2.3. Cependant,
nous n’avons pas travaillé a partir de coupes isotropiques ni uniformément randomisées
(IUR) requises afin d’éliminer toute orientation du tissu et formant la base morphologique
de I’utilisation de la stéréologie (Mandarim-de-Lacerda, 2003). Dans les organes présentant
une structure homogene, tels que le foie et les glandes salivaires, il suffit de couper le tissu
et de colorer les sections pour obtenir des coupes IUR. Par contre, dans les organes
hétérogeénes, comme le cceur et les reins, une technique supplémentaire appelée
““orienteur” permet la production de coupes IUR (Mandarim-de-Lacerda, 2003).
Toutefois, étant donné que nous avons analysé les photomicrographies provenant des
différentes régions du ventricule gauche (sous-épicarde, myocarde et sous-endocarde)
séparément, et qu’individuellement, chacune de ces régions peut étre considérée isotropique

(non-orientée), les méthodes stéréologiques employées restent adéquates et valides.
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1.7 Objectifs généraux

L’hypertrophie et 1’hyperplasie cardiovasculaires sont couramment associées a
I’hypertension artérielle et contribuent au développement des dommages aux organes
cibles. Certains antihypertenseurs fréquemment employés en clinique permettent, en plus
de la réduction efficace de la pression artérielle, de renverser I’hypertrophie
cardiovasculaire, tandis que d’autres réduisent la pression sans toutefois corriger les divers
remodelages pathologiques. Une hypertrophie cardiovasculaire marquée par une
augmentation du contenu en ADN, telle qu’observée dans le ventricule gauche et dans
I’aorte de SHR, est difficilement renversable puisqu’elle n’implique pas uniquement une
réduction de I’accumulation de protéines: une normalisation du déséquilibre entre
prolifération et mort cellulaire est requise. Les études initiales de notre laboratoire ont été
les premiéres a démontrer que la régression de 1’hypertrophie cardiovasculaire par diverses
classes d’antihypertenseurs s’accompagne d’une phase transitoire d’apoptose touchant
sélectivement les CMLs aortiques et les non-cardiomyocytes du ventricule gauche. Plus
récemment, nous avons démontré le rdle obligatoire de cette apoptose avec les antagonistes
AT, dans [initiation du remodelage cardiovasculaire. Toutefois, les mécanismes

d’induction de I’apoptose avec les divers antihypertenseurs demeurent vagues.

L’objectif principal de cette thése est donc de comprendre les mécanismes
impliqués dans la phase précoce de la régression de ’hypertrophie cardiovasculaire lors du
traitement antihypertensif, plus particuliérement I’identification des voies moléculaires
déclenchant I’apoptose cardiaque et aortique en réponse aux iECA, aux antagonistes AT et
aux BCC. Ainsi, en dessinant des études évaluant I’effet cumulatif des traitements et
d’autres permettant de définir une cinétique plus détaillée des réponses observées, nous
étudierons le réle du systeéme rénine-angiotensine et celui des kinines, la modulation de
médiateurs clés de ’apoptose ainsi que I’implication, au niveau cardiaque, de divers types
cellulaires. Notre hypothése soutient premiérement que les mécanismes apoptotiques
identifiés seront spécifiques au tissu étudié, suggérant des différences majeures entre les

déterminants de la mort cellulaire cardiaque et aortique, et deuxiémement que des voies
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apoptotiques communes, & lintérieur d’un méme tissu, seront recrutées par des

antihypertenseurs de classes différentes.

Les deux premiéres études présentées (sections 3.1 et 3.2) ont été concues de fagon
a déterminer le role des RB, et RB, des kinines dans 1’apoptose cardiovasculaire en réponse
a D’énalapril étant donné que les iECA élévent les niveaux de kinines et initient une
apoptose indépendante des récepteurs de I’Ang II au niveau aortique. Dans la section
présentant des résultats additionnels (section 3.5), nous avons vérifié si les conclusions
ainsi obtenues peuvent ou non étre étendues a des antihypertenseurs de classes différentes,
plus précisément aux antagonistes AT; et aux BCC. Les troisiéme et quatriéme études
présentées dans cette thése (sections 3.3 et 3.4, respectivement) ont été concues de fagon a
définir la cinétique de la réponse apoptotique initiée par I’amlodipine, en corrélation avec la
cinétique de la régression de I’hypertrophie aortique et cardiaque. Etant donné la rapidité de
I’apoptose aortique observée avec ce BCC, la régulation de nombreux médiateurs
apoptotiques a pu étre définie, de fagon a préciser les mécanismes intracellulaires recrutés.
La conception de I’étude visant & caractériser 1’apoptose cardiaque en réponse a ce BCC a

par ailleurs également permis I’identification du type cellulaire ciblé.



CHAPITRE 2 — Méthodes et analyses

La présente section offre une description des méthodes utilisées dans les prochains
chapitres couvrant les résultats expérimentaux, et n’ayant pas été décrites en profondeur
dans les sections ~“méthodologie™ de ces articles scientifiques ou encore nécessitant des

explications supplémentaires.
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2.1 Fragmentation internucléosomale de ’ADN

Le clivage de I’ADN sous l’action de DNAses activées par la machinerie
apoptotique génére des fragments qui présentent deux caractéristiques dont les méthodes de
détection de I’apoptose prennent avantage, c’est-a-dire la présence de fragments dont la
taille constitue un multiple de 180-200 paires de bases et la présence a I’extrémité 3’ de ces
fragments d’un groupement -OH libre suite 4 une coupure franche ou décalée du double
brin d’ADN. Il devient alors possible d’insérer, sous I’action de la Tdt ou de la T4 ligase,
un nucléotide marqué. Lorsque I’ADN extrait d’un tissu est ainsi marqué avec un
nucléotide radioactif, généralement du *’P, I’étape suivante consiste a faire migrer cet ADN
sur un gel d’agarose pour ensuite le déposer sur une membrane lors d’un transfert de type
Northern. Le profil de radioactivité détecté sur une cassette ayant été exposée a cette
membrane donnera un motif en barreaux d’échelle (DNA ladder) en présence d’une
fragmentation apoptotique de I’ADN, & ’opposé de la trainée n’arborant aucun motif
particulier plutdt caractéristique d’un phénoméne nécrotique (Wyllie, 1980). Une telle
détection de la fragmentation de I’ADN permet ainsi de distinguer des différences relatives

entre les groupes expérimentaux.

La détection in situ de la fragmentation de I’ADN par la méthode TUNEL a été
appliquée au ventricule gauche des SHR lors de I’étude de la cinétique de la réponse a
’amlodipine (section 3.4). Suite a la fixation du tissu dans la paraformaldéhyde 4% et a son
inclusion dans un bloc de paraffine, des coupes d’une épaisseur de 5 pm ont été produites
au microtome. Ces coupes, déposées sur des lames de microscope, ont été déparaffinées et
réhydratées avant d’étre traitées avec une solution de saponine-EGTA. La réaction
enzymatique permettant |’attachement de dUTP (2'-Désoxyuridine 5'-Triphosphate)
biotinylé aux fragments 3’-OH libres a été réalisée avec la Tdt pendant 40 minutes, a 37°C.
Suite a I’arrét de cette réaction avec une solution contenant 0,5% de lait en poudre et 0,1%
du détergent Triton X-100, les noyaux marqués ont été révélés par ’incubation des lames
pendant une heure a la température ambiante avec la streptavidine couplée au fluorochrome
AMCA (7-Amino-4-Methylcoumarin-3-acetic Acid). Les contrdles négatifs appropriés ont
€té réalisés, soit I’omission du nucléotide marqué, de I’enzyme Tdt ou de la streptavidine

couplée au fluorochrome. Tous les noyaux TUNEL-positifs sur une section entiére du
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ventricule gauche ont été comptés a 400X. Le pourcentage de noyaux TUNEL-positifs a été
déterminé en divisant ce nombre par la quantité de cellules présentes sur la coupe, évaluée a

partir de la variable N décrite au point 2.3.

2.2 Nombre de cellules dans I’aorte

L’outil stéréologique appelé disecteur (Sterio, 1984) a été utilisé pour déterminer
Ieffet des traitements sur le nombre de cellules dans 1’aorte. Lorsque la densité numérique
(Ny) ainsi déterminée (nombre de cellules / mm®) est multipliée par I’aire du vaisseau
(mm?), nous obtenons le nombre de cellules par unité de longueur. Le paramétre Ny
s’obtient en analysant un jeu de trois sections (photomicrographies) paralléles,
consécutives, d’épaisseur connue (3 um). Les noyaux présents sur la section du dessus sont
suivis sur les deux sections subséquentes et le nombre d’extrémités de noyaux ayant
disparus est divisé par le volume du disecteur (hauteur du disecteur multipliée par I’aire du
cadre formé par le disecteur). Une présentation schématisée du disecteur se trouve a la

figure 8.
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Figure 8. Schéma présentant la technique du disecteur tridimensionnel

Cette méthode permet de déterminer une densité numérique (Ny) de particules dans un tissu
biologique. Dans cet exemple, seulement la particule #1 est présente au début et absente a
la fin. La particule #5 a disparu en cours de route, mais elle se trouve sur une ligne interdite
dont toutes les particules la touchant ne sont pas comptabilisées afin d’éviter une
surestimation de la densité (Gundersen, 1977), tandis que la particule #3 est toujours

présente sur le section du dessous et la #4 est apparue en cours de route. Adaptée de
Mandarim-de-Lacerda, 2003.

2.3 Nombre de cellules dans le ventricule gauche

Au niveau du ventricule gauche, nous avons choisi d’utiliser une combinaison de
méthodes morphométriques et stéréologiques afin d’évaluer la densité numérique de
cellules ainsi que le nombre total de cellules dans le ventricule gauche, comme employé par
Anversa ef al. (1992). Les cellules du ventricule gauche ont été catégorisées en
cardiomyocytes et en non-cardiomyocytes. En analysant morphométriquement plusieurs
photomicrographies de sous-régions du ventricule gauche (sous-épicarde, myocarde et
sous-endocarde) d’un méme animal, nous avons pu déterminer d’abord la densité

numérique de chaque type cellulaire par surface (No = nombre de cellules sur la surface
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divisé par I’aire de la surface) et ensuite la densité numérique de chaque type cellulaire par
volume (Ny = Nj divisé par le diamétre moyen de la cellule). Afin de raffiner cette
méthode, il serait possible de créer un disecteur optique pour évaluer la densité numérique
Ny, comme rapporté par Aguila ef al. (2005). Par la suite, nous avons commencé 1’analyse
stéréologique en créant une grille de 165 points et nous avons poursuivi en déterminant le
nombre de cardiomyocytes touchant a un point (V), la densit¢é volumique de
cardiomyocytes sur la grille (Vy = V divisé 165) et le volume total occupé par les
cardiomyocytes (V1 = Vy multiplié par le volume du ventricule gauche). La derniére étape,
permettant d’estimer le nombre total de cardiomyocytes dans le ventricule gauche (Nr),
consiste a multiplier Ny par V. Une procédure similaire a permis I’estimation du nombre

de non-cardiomyocytes dans le ventricule gauche.



CHAPITRE 3 — Résultats
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3.1.1 Summary

Treatment with enalapril induces smooth muscle cell apoptosis and regression of aortic
hypertrophy in spontaneously hypertensive rats (SHR), whereas combined blockade of
angiotensin II AT, and AT; receptors does not. We postulated that vascular apoptosis
with enalapril involves enhanced half-life of bradykinin (BK) and kinin B, receptor
stimulation.

Eleven-weeks old SHR were treated for 4 weeks with enalapril (30 mg kg! d), Hoe
140 (500 ug kg d'; B, receptor antagonist), alone or in combination. Controls received
vehicle.

The half-life of hypotensive responses to intra-arterial bolus injections of BK were
significantly increased in SHR anesthetized after 4 weeks of enalapril, an effect
prevented by Hoe 140. The magnitude of BK-induced hypotension was significantly
attenuated in all rats treated with Hoe 140

As compared to placebo, enalapril treatment significantly reduced blood pressure (-
34+2%), aortic hypertrophy (-20+3%), hyperplasia (-37+5%) and DNA synthesis (-
61+8%), while it increased aortic DNA fragmentation by twofold. Hoe 140 given alone
or in combination with enalapril affected none of these parameters.

As a possible alternative mechanism, aortae isolated during the second week of enalapril
treatment showed a transient up-regulation of contractile responses to des-Arg’BK
(ECso<l nM) which were significantly reduced by [Leus]des-ArggBK (10 pM).
Moreover, in vitro receptor autoradiography revealed an increase in expression of B; and
B, receptor binding sites by 8-11 days of enalapril treatment.

Aortic apoptosis induction and hypertrophy regression with enalapril does not involves

kinin B, receptors in SHR. Kinins acting via B; receptors remains a candidate

mechanism.

Keywords: Hypertension; vascular hypertrophy; apoptosis; enalapril; kinin B,

receptor, kinin B, receptor

Abbreviations: ACE, Angiotensin I-converting enzyme; ACEi, ACE inhibitor; AT],

Angiotensin I type 1 receptor; BK, bradykinin; dBK, des-Argg-
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bradykinin; LVH, left-ventricular hypertrophy; SHR, Spontaneously
hypertensive rats; SMC, smooth muscle cells; WKY, Wistar-Kyoto.

3.1.2 Introduction

The development of hypertension is accompanied by cardiovascular hypertrophy
and by enhanced growth of cardiac fibroblasts and vascular smooth muscle cells (SMC)
(Folkow, 1982; Hamet et al., 2001; Lee et al., 1995). In a genetic model of primary
hypertension with low renin but high tissue angiotensin I-converting enzyme (ACE) levels,
the spontaneously hypertensive rat (SHR), dysregulation of cell proliferation and death
contributes to increased cardiovascular mass and DNA content (Hamet et al., 1996; Thorin-
Trescases et al., 2001; Walter & Hamet, 1986). We previously reported that a transient
burst of SMC apoptosis participates in the early phase of aortic mass regression in SHR
treated with of a variety of anti-hypertensive drugs (deBlois et al., 1997; Marchand et al.,
2003; Tea et al., 2000). In losartan-treated SHR, onset regression of vascular hypertrophy is
blocked by the co-administration of the caspase inhibitor z-VAD-fmk suggesting an
obligatory role for SMC apoptosis in this model of rapid vascular mass regulation
(Marchand et al., 2003). The transient increase in vascular SMC apoptosis follows a time-
window that occurs within one week of treatment with AT, receptor antagonists and around
two weeks of treatment with an ACE inhibitor (ACEi) (deBlois et al., 1997; Tea et al.,
2000). In contrast, blood pressure reduction follows a similar time course with both
treatments. The different time-course of apoptosis induction suggests that the underlying
mechanisms differ for the two classes of drugs. We previously showed that regression of
vascular mass and hyperplasia by valsartan is prevented completely by an antagonist of
AT, receptors (PD123319), suggesting the implication of this receptor in SMC apoptosis
induced by AT receptor antagonists (Tea et al., 2000). Because ACEi reduce angiotensin II
generation, this results in a reduced stimulation of AT, and AT, receptors. Since combined
blockade of AT, and AT, receptors fails to induce vascular apoptosis in rats treated with
valsartan + PD123319 for 2 weeks (Tea et al., 2000), these data further suggest distinct
pathway for ACEi and AT, antagonists in regulating SMC apoptosis in this model.
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ACEi increase the half-life of kinins (Bhoola et al., 1992). Kinin B, receptors
contribute to the prevention of cardiovascular growth by ACEi in several models (Benetos
et al., 1997, Farhy et al., 1993; Linz and Scholkens, 1992; Linz et al., 1995), although the
role of kinins in regression of cardiovascular mass is less well defined (Black et al., 1996).
The augmentation in the circulating levels of bradykinin could lead to apoptosis via the
increased stimulation of B, receptors and the subsequent increased release of nitric oxide, a
known inducer of SMC apoptosis (Ishigai et al., 1997; Pollman ef al., 1996). We therefore
investigated the hypothesis that kinin B, receptors are involved in the regression of aortic

and cardiac DNA accumulation via apoptosis induced in SHR treated with enalapril.

3.1.3 Methods

Animal procedure

Male SHR weighing 250 to 275 g were purchased from Charles-River (St-Constant,
Canada) and housed for at least 1 week before initiation of drug treatment at 11 weeks of
age. SHR (n=9 to 10 per group) were randomly assigned to a 4-week treatment with the
ACEi enalapril (30 mg kg' day™) in the drinking water, the selective kinin B, receptor
antagonist Hoe 140 (500 pg kg™ day™) by continuous subcutaneous infusion with an 2ML4
osmotic minipump (Alzet, CA, U.S.A.) or a combination of both drugs. Hoe 140 was
dissolved in saline. Control animals received vehicle. Age-matched Wistar-Kyoto (WKY)
rats received vehicle and were used for the determination of vascular smooth muscle cell
number. Food and water were administered ad libitum. Systolic blood pressure and heart
rate were determined by tail-cuff plethysmography in conscious, restrained rats at -1, 4 and
25 days of treatment as previously described (deBlois et al., 1997). Rats were anesthetized
with a single subcutaneous injection of ketamine (80 mg kg™), xylazine (4 mg kg) and
acepromazine (2 mg kg'). To evaluate DNA synthesis in vivo, rats were injected
intravenously with [*H]-thymidine (0.5 mCi kg") 1.5 hour before death (Tea ef al., 1997).
Rats were killed by an intravenous injection of 1.5 ml CdCl, (100 mmol L) via the vena
cava to induce diastolic cardiac arrest. Ventricles were isolated, separated and weighed.
The thoracic aorta was isolated as previously described (deBlois et al., 1999) and a 3 mm-
long ring of aorta was cut between the third and fourth intercostal arteries after weighing

the vessel. The aortic rings were fixed in 4% paraformaldehyde overnight and processed
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according to routine histological procedures for morphometric measurements in cross-
sections of paraffin-embedded arteries. The cardiac tissue and aortic media (without

endothelium) were immediately frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C until analysis.

To validate that chronic Hoe 140 treatment resulted in B, receptor blockade, we
examined the magnitude and half-life (time of half-recovery from the maximal response) of
the hypotensive response following an intra-arterial bolus injection of BK as previously
described (Drapeau et al., 1991). Before killing, catheters (PE-50) were placed in a carotid
artery in a subset of anesthetized rats (n= 4 to 7 per group). Blood pressure was measured
by a calibrated pressure transducer. When blood pressure stabilized, BK (0.01-1.00 pg in
0.1 ml saline) was administered intra-arterially and the hemodynamic response was

recorded. All animal manipulations were conducted according to institutional guidelines.

Hypertrophy and hyperplasia measurements

The medial cross-sectional area was evaluated in 3 pm-thick, hematoxylin-stained
sections of aorta. Photomicrographs were taken at 40X magnification, digitized, and
analyzed using the NIH Image 1.61 program (developed at the National Institute of Health;
http://rsb.info.nih.gov/nih-image/). Vascular cross-sections were used to measure smooth
muscle cell number per unit of length in the aortic media using the three-dimensional
disector method as previously described (deBlois et al., 1997). The left and right ventricle

weights to body weight ratio were evaluated separately.

DNA analysis

The whole aortic media was homogenized in liquid nitrogen using a mortar and
pestle. An aliquot of the pulverized aortic media was weighed and total tissue DNA was
extracted by the phenol and chloroform procedure, following tissue digestion steps with
proteinase K and RNAse A in the presence of EDTA (Teiger et al., 1996). DNA
concentration was determined by spectrophotometry and DNA content per unit of aortic
length was calculated. DNA synthesis in the aortic media was quantified by evaluating

[*H]-thymidine incorporated using the extracted DNA. The degree of oligonucleosomal
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DNA fragmentation, a hallmark of apoptosis, in the aortic media was quantified as
previously described (deBlois et al., 1997). Briefly, 1 pg of extracted DNA was
radiolabeled on free 3°OH ends using terminal deoxynucleotidyl transferase and [**P]-
dCTP. Increasing quantities of radiolabeled DNA (0.05, 0.1, 0.2 and 0.4 pg) were loaded in
adjacent lanes of 1.5% agarose gels. After electrophoresis, DNA was transferred onto nylon
membrane (Hybond N+, Amersham) and exposed to a 32p_sensitive screen. Radioactivity
associated with 150 to 1500 bp DNA fragments (part of the °’DNA ladder’”) was quantified
using a Phospholmager (Molecular Dynamics). Mean optical density per pixel for each lane
was divided by the corresponding value obtained with an internal standard in the gel (1 pg
ADNA/HindIll fragments that underwent the same process). For each sample, the 4 values
were plotted against quantity of DNA loaded on the gel and the slope of the linear
regression was defined as the “DNA fragmentation index’’ (arbitrary units pg”' DNA). The
same procedures \-vere performed on the homogenized left and right ventricles to determine
their DNA content, DNA synthesis and DNA fragmentation. Rats that received the intra-

arterial bolus injections of BK were not used for evaluation of DNA synthesis.

Vasoreactivity

To evaluate the possible involvement of kinin B; receptors in ACEi-induced SMC
apoptosis, their function was evaluated in 11 weeks-old male SHR also purchased from
Charles-River (St-Constant, Canada). SHR (n=4 to 7 per group) were treated or not with
enalapril (30 mg kg’ day™') in the drinking water for 8 to 14 days, a time-period
corresponding to SMC apoptosis induction with enalapril (deBlois et al., 1997). The
animals were then sacrificed by CO, inhalation and the aorta was immediately isolated,
placed in ice-cold saline solution, and cleaned free of adventitial tissue. Vessels were cut
into 3 mm-long rings and placed at 37°C in organ chambers filled with oxygenated Krebs
solution containing in mM: dextrose, 11; NaCl, 117.5; MgSO,, 1.18; KH,PO,, 1.2;
NaHCO;, 25; KCl, 4.7; CaCl,, 2.5. Isometric contractions and relaxations were measured
with the use of isometric force transducers (Harvard Apparatus Canada), a digital data
acquisition system (Model MP100, Biopac System, Harvard). The arterial rings were

placed under 2 g of tension and allowed to stabilize for 1 h before control stimulation with

KCI (70 mM). After a 30 min recuperation period, acetylcholine (1 pM) was added to
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phenylephrine (100 nM)-precontracted vessels to verify endothelial integrity. After a 1 h
recuperation period, enalapril (0.1 mM) was added to prevent agonist degradation and the
rings were stimulated with cumulative concentrations of des-Arg’bradykinin (dBK; 1-1000
nM) in absence or presence of the By antagonist [Leus]dBK (10 pM). In a subset of tissues,
responses were recorded in the presence of indomethacine (100 uM - stock solution

prepared in Na,COs 0.1 mM). Vasoactive responses were expressed in mg.

Tissue preparation for autoradiography

Immediately after sacrifice, aortae were removed and a segment (with endothelium)
was frozen in 2-methyl butane cooled at -45 to -55 °C with liquid nitrogen, and then stored
at -80 °C until use. Matched aorta segments of ten rats (4 untreated SHR and 6 SHR treated
for 8 to 11 days with enalapril) were mounted together in a gelatine block and serially cut
into 20 um thick coronal sections with a cryostat fixed at temperature varied between -10 to
-13 °C. A total of six sections per slide were then alternatively thaw-mounted on 0.2 %
gelatine / 0.033 % chromium potassium sulphate coated slides. Two slides were taken for
the total binding and one slide (adjacent sections) for the non specific binding. A total of 9

slides were produced for each receptor per animal giving 180 sections for all the study.

Slides were then kept at -80 °C until use.

In vitro receptor autoradiography

Mono-iodinated peptide radioligands were prepared as described previously
(Cloutier et al, 2002; Ongali et al, 2003) and had a specific activity corresponding to 2000
cpm fmol™ or 1212 Ci mmol”. Aortic sections were thawed and incubated at room
temperature for 90 min in 25 mM PIPES buffer (pH 7.4; 4 °C) containing 1 mM 1,10-
phenanthroline, 1 mM dithiothreitol, 0.014% bacitracin, 0.1 mM captopril, 0.2% bovine
serum albumine (protease free) and 7.5 mM magnesium chloride in the presence of 150 pM
of ['*IJHPP-Aca-Lys[B-D-Nal’, lle®]des -Arg’BK (for B, receptor) or 200 pM ['*IJHPP-
Hoe 140 (for B; receptor). The concentration chosen for ["*IJHPP-Hoe 140 was based on
previous studies (Cloutier et al., 2002) while that of ['*’IJHPP-Aca-Lys[B-D-Nal’, lle®]des-

Arg’BK was based on preliminary experiments that provided maximal specific binding
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(Bmax) at 150 pM with a dissociation constant (Kd) of 54 pM (unpublished data). The non-
specific binding was determined in the presence of 1 pM of unlabelled ligands HPP-Aca-
Lys[p -D-Nal’, Ile®]des Arg’BK for B, receptor and HPP-Hoe 140 for B, receptor. At the
end of the incubation period, slides were transferred sequentially through four rinses of 4
min each in 25 mM PIPES (pH 7.4; 4 °C) and dipped for 15 s in distilled water (4 °C) to
remove the excess of salts and air-dried. Kodak Scientific Imaging Films BIOMAX T™M
MS® were juxtaposed onto the slides in the presence of ['®I]-microscales and exposed at

room temperature for 2 days for both radioligands.

The films were developed in D-19 (Kodak developer) and fixed in Kodak Ektaflo.
Autoradiograms were quantified by densitometry using an image analysis system
(MCID™, Imaging Research Inc., Ontario, Canada). A standard curve from ['®1]-
microscales was used to convert density levels into femtomoles per milligram of tissue
(fmol mg™' tissue). Specific binding was determined by subtracting values of non-specific

labelling from that of total binding.

Drugs & Materials

Hoe 140 was graciously supplied by Aventis Pharma (Montreal, Canada). Ketamine
and acepromazine were from Ayerst (Montreal, Canada). Xylazine was from Bayer
(Etobicoke, Canada) and [*H]-thymidine was from ICN (CA, U.S.A.). HPP-Aca-Lys[B-D-
Nal’ Ile®]des-Arg’BK (3-4 hydroxyphenyl-propionyl-Aca-Lys[p-D-Nal’, Ile%|des-Arg’BK)
and HPP-Hoe 140 (3-4 hydroxyphenyl-propionyl-D-Arg[Hyp’, Thi’, D-Tic’, Oic®]-BK)
were developed from the selective B; receptor antagonists R715 or Aca-Lys[B-D-Nal’,
Ile®]des-Arg’BK (Neugebauer et al, 2002) and the B, receptor antagonist Hoe 140 or
Icatibant (Hock et al, 1991), respectively. They were kindly supplied by Dr W.
Neugebauer (Department of Pharmacology, Université de Sherbrooke, Sherbrooke,
Canada). Autoradiographic ['*I]-microscales (20um) and Kodak Scientific Imaging Films
BIOMAX TM MS® (double-coated, 24x30 cm) were purchased from Amersham
Pharmacia Biotech Canada. All other chemicals were purchased from Sigma-Aldrich

Canada.
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Statistical analysis

Data were analyzed by analysis of variance and unpaired Student’s ¢ test with
Bonferroni correction for multiple comparisons when appropriate. DNA synthesis in aorta
was analyzed using the nonparametric tests Kruskal-Wallis followed by Mann-Whitney
because of unequal variance between the groups. Values are presented as mean + standard

error of the mean (SEM) and p<0.05 was considered statistically significant.

3.1.4 Results

Systemic and hemodynamic changes with therapy

Mean body weight of rats before treatment was 260+2 g (n=38). All rats gained
weight during the experimental period and final values of body weight were similar
between all groups (not shown). Daily water consumption significantly increased by 35%
in rats treated with enalapril or enalapril + Hoe 140. Rats used in this study were
hypertensive before initiation of treatments, with an average systolic blood pressure of
183+2 mmHg (n=38). Figure 1 shows the evolution of systolic blood pressure in control
and treated rats over the 4-week experimental period. A significant reduction (p<0.0001) in
systolic blood pressure was observed after 4 days of treatment in groups treated with
enalapril with or without Hoe 140. At the end of the treatment with enalapril, systolic blood
pressure was reduced by 34% vs control group (20744 mmHg, p<0.0001). Co-
administration of Hoe 140 had no effect on blood pressure lowering induced by enalapril.
Heart rate was not different between control and experimental groups before and after
treatment (control pretreatment values: 370+8 bpm; n=9). In order to validate the effective
blockade of kinin B, receptors, a subset of rats were canulated via the carotid artery as
described in methods. Figure 2A shows the dose-response relationship between BK and the
magnitude of the hypotensive response. Administration of 0.01 and 0.10 pg BK
intraarterially after the 4-week therapy induced a significantly smaller hypotension in both
groups receiving Hoe 140 as compared to control and enalapril groups. As seen on figure
2B, enalapril treatment induced a significantly longer half-life for BK-induced hypotensive
responses versus control and this effect was abolished by the co-treatment with Hoe 140 at

doses of 0.01, 0.10 and 1.00 pg of BK.
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Vascular remodeling

After 4 weeks of treatment, vascular mass was significantly reduced in enalapril-
treated rats, as evaluated by the aortic cross-sectional area (20% reduction vs control:
521+12 um2 x 10°, p<0.0001, Fig 3A). The vascular growth regression was further
analyzed by evaluating aortic DNA content per length of vessel. Enalapril reduced aortic
DNA content (37% reduction vs control: 1.65+0.15 pg mm™, p=0.003). SMC number in
the arterial wall was evaluated by the three-dimensional disector method (Fig 3B). The
number of SMC per unit of vessel length in control SHR (114+6 SMC per um) was similar
to previously published results (Owens, 1987; Tea et al., 2000). Control SHR showed SMC
hyperplasia in comparison to the value obtained in age-matched WKY (85+6 SMC per pm,
p<0.0001). In SHR treated with enalapril, this value was reduced to 72+4 SMC per pum
(p<0.0001 vs untreated SHR). To test whether kinins play a role in enalapril-induced SMC
apoptosis, we evaluated the DNA fragmentation index as described in methods. A sustained
elevation of fragmentation in DNA extracted from thoracic aorta was observed with
enalapril when compared to untreated rats (Fig 3C and Fig 4). Treatment with enalapril
caused a significant reduction in DNA specific activity in thoracic aorta as shown in Fig 3D
(61% reduction vs control: 406+38 cpm 100 pg DNA™, p=0.001). The co-administration of
Hoe 140 did not modulate any of these actions of enalapril and Hoe 140 given alone
affected none of these parameters (aortic cross-sectional area, SMC number, DNA content,

DNA fragmentation and DNA synthesis).

Functional and expression evidence of kinin B receptor induction

We evaluated the functional response of SHR aorta when stimulated with a kinin B,
receptor agonist (dBK) after 0 to 14 days of enalapril treatment. dBK elicited a contraction
response significantly higher after 8-9 days of treatment compared to control animals and it
was back to control values after 14 days of therapy (Fig 5A). dBK-induced contractions
were significantly reduced in the presence of [Leu®]dBK (10 pM), a competitive B,
receptor antagonist (Fig 5B) but were not affected by the presence of indomethacine (not
shown). Autoradiograms show the distribution of total and non-specific B; and B; receptors

binding sites in the wall of aortae from SHR and SHR treated for 8-11 days with enalapril
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(Fig 6A). Densities of specific By and B, receptors binding sites were respectively 1.51 +
0.08 fmol mg™ tissue and 1.06 + 0.37 fmol mg” tissue in the aorta of untreated SHR. These
values were significantly increased for both B; (1.5 fold, P< 0.01) and B, receptors (2.3
fold, P<0.01) in the aorta of SHR treated with enalapril for 8-11 days (Fig 6A-B).

Cardiac remodeling

Parameters evaluated in vascular tissue were also evaluated in cardiac tissue to gain
insight into the role of kinin B, receptors in enalapril-induced cardiac hypertrophy
regression. As shown in Table, enalapril treatment induced a significant 25% reduction in
left-ventricular mass. This was accompanied by a significant reduction in left-ventricular
DNA content. After 4 weeks of therapy, no difference was seen in left-ventricular DNA
fragmentation index between any groups. However, DNA synthesis, evaluated by in vivo
[*H]-thymidine incorporation in the left ventricle, was significantly reduced by 28% within
the group treated with enalapril. Hoe 140 given alone or in combination with enalapril
affected none of these measures. The right ventricle showed no changes with treatment in

any of the parameters evaluated (Table).

3.1.5 Discussion

The kallikrein-kinin system is underexpressed in various forms of hypertension
(Carretero et al., 1993). Many beneficial effects of therapy with an ACEi have been linked
directly to the elevation of kinins circulating levels (Gohlke et al., 1997; Heusch et al.,
1997). Moreover, inhibition of cell growth by kinins involves endothelial NO production
and subsequent generation of cyclic GMP in target cells (Ishigai et al., 1997; Pollman et al.,
1996; Ritchie et al., 1998). Several lines of evidence suggest, however, that the implication
of kinins in the anti-hypertrophic actions of ACEi depends on the experimental model. In
normotensive rats submitted to arterial injury, inhibition of neointima formation by
enalapril is reversed by Hoe 140 (Farhy et al., 1993). In young SHR, prevention of aortic
hypertrophy development by quinapril is blocked by Hoe 140 (Benetos et al., 1997). In rats
with aortic banding, prevention of left-ventricular hypertrophy (LVH) development by an
ACE:i was blocked by Hoe 140 (Linz & Schélkens, 1992). However, in the same model, B,
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receptor antagonism could not block the regression of LVH induced by an ACEi. Likewise,
in adult SHR, regression of LVH by perindopril was not blocked by Hoe 140 (Black et al.,
1996). Kinins therefore seem more involved in the anti-hypertrophic actions of ACEi

during prevention than regression of structural modifications.

One hypothesis for the induction of apoptosis with ACEi is the decrease in
angiotensin II receptor stimulation due to inhibition of angiotensin II formation. We
recently reported, however, that combined blockade of AT1 and AT2 receptors does not
induce apoptosis in the SHR aorta (Tea et al, 2000), suggesting an alternative mechanism
possibly via increased kinin half-life and receptor stimulation. A significant new finding of
the present study is that SMC apoptosis and regression of vascular hypertrophy induced
within 4 weeks of enalapril treatment in SHR are not dependent on kinin B, receptor
activation. Transient induction of aortic SMC apoptosis by enalapril occurs around the
second week of treatment (deBlois et al., 1997; Tea et al., 2000). In order to evaluate the
cumulative effect on SMC deletion, we examined the SHR aorta after 4 weeks of treatment.
The depletion of medial SMC and the elevated internucleosomal DNA fragmentation index
in the aorta suggest effective induction of SMC apoptosis within the first four weeks of
treatment with enalapril with or without Hoe 140. To validate the effective blockade of
kinin B, receptors, we examined BK-induced hypotensive effects in a subset of rats
anesthetized at the end of the 4-week treatment period. As compared to control rats, the
amplitude of the hypotensive response to an intra-arterial BK bolus was significantly
attenuated in all rats treated with Hoe 140. Moreover, half-life of the hypotensive response
to BK showed a significant increase in rats treated with enalapril and this effect was

completely prevented in rats co-treated with Hoe 140, therefore validating the effectiveness
of Hoe 140.

[’H]-thymidine incorporation into DNA, an indicator of DNA synthesis in vivo, was
also reduced by enalapril independently of the presence of the B, receptor antagonist.
Attenuation of [*H]-thymidine incorporation can be interpreted as an inhibition of DNA
synthesis since we previously showed that aortic tissue uptake of [’H]-thymidine is

unaffected by enalapril (deBlois et al., 1997). Hoe 140 alone did not affect SMC DNA
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synthesis. Together, these results suggest that B, receptors are not involved in aortic growth
regulation within a 4-week period in adult SHR. We reported that SMC in the aorta of
neonatal SHR exhibit an abnormally high turnover with a dysregulation of cell death
leading to increased aortic DNA content. Treatment with enalapril normalizes SMC

turnover mainly via the inhibition of SMC growth (Thorin-Trescases et al., 2001).

Several studies showed that kinins are involved in the reduction of blood pressure
by ACEi in renovascular models of hypertension (e.g. aortic banding, two-kidney 1-clip
rat) but not in genetic models (Bao ef al., 1992; Sharma et al., 1998; Zhu et al., 1997). In
the present model, the current evidence suggests a strong pressure independent component
in the induction of SMC apoptosis during onset regression of aortic mass by various anti-
hypertensive agents (deBlois et al., 1997; Tea et al., 2000). It is therefore unlikely that
failure of Hoe 140 to prevent SMC apoptosis is related to its lack of effect on enalapril

antihypertensive actions.

We recently showed that a 4-week treatment with either valsartan or enalapril
reduced LVH and abolished fibroblast hyperplasia without affecting cardiomyocyte number
in SHR (Der Sarkissian et al., 2003). Transient fibroblast apoptosis with either AT,
antagonist or ACEi was not affected by AT, receptor blockade (Der Sarkissian, S.,
unpublished observation). This suggests a possible role for a downregulation of AT,
receptor signaling in cardiac apoptosis induction in SHR treated with renin-angiotensin
system antagonists, unlike in aortic SMC. Since enalapril had no effect on cardiac
remodeling in the right ventricle but reduced hypertrophy in the left ventricle, these effects
could include a pressure-dependent component. The observation of a reduced left
ventricular DNA content and DNA synthesis after 4 weeks of enalapril treatment with no

apparent DNA fragmentation at this time point suggests that a transient cardiac apoptosis

occurred earlier in the treatment period.

The mechanisms underlying the pro-apoptotic effect of enalapril in the SHR aorta
remain elusive. Although constitutive B; receptors are primarily involved in mediating the

actions of kinin under physiological conditions (Bhoola et al., 1992), it is possible that



140
changes evaluated here results from the stimulation of the inducible B, receptor for kinins.
Expression of kinin B, receptor can be induced by various inflammatory stimuli (Marceau
& Bachvarov, 1998). Up-regulation of B; receptor expression occurs in the brain (Emanueli
et al., 1999) and hypothalamus (Qadri et al., 2002) in SHR with established hypertension.
In rabbits, Marceau et al reported that treatment of rabbits with an ACEi does not regulate
B, receptors (Marceau et al, 1999). In normotensive rats, however, convincing evidence for
the induction of functional renal B, receptors during ACEi treatment has been reported
recently (Marin-Castano et al, 2002). We recently reported an upregulation of B receptors
in the lamina I of the thoracic spinal cord after 4 weeks of therapy with an ACEi and a
marked decrease after 8 and 16 weeks of therapy (Ongali et al., 2003). Thus, the induction
of B, receptors with ACEi treatment is controversial and may depend on the species or
duration of treatment. Consistent with this, our functional evidence suggest that
sensitization to a B, receptor agonist gradually decreases to baseline values by 14 days of
enalapril treatment in the SHR aorta. The time-course of B; receptor sensitization is
compatible with the previous observation that SMC apoptosis is triggered between 7 and 14
days of enalapril treatment (deBlois et al, 1997; Tea et al, 2000). One group reported the
direct stimulation of B; receptor by enalaprilat (Ignjatovic et al., 2002), while this
observation could not be reproduced by others (Fortin et al., 2003). Kinin B, receptor
mediates inhibition of neointima formation after balloon angioplasty in rat artery (Agata et
al., 2000) and inhibits platelet-derived growth factor-stimulated mitogenesis in cultured
SMC (Dixon & Dennis, 1997). A molecular mechanism for B; receptor mediated apoptosis
remains to be defined, but may be analogous to the recently described inhibition of cell
growth by B, receptor via release of NO (Dhaunsi ef al., 1997) or the stimulated activity of
protein tyrosine phosphatase (Cellier et al., 2003). Alternatively, SMC apoptosis induction
by enalapril may involve N-acetyl-seryl-aspartyl-lysyl-proline (Ac-SDKP), a natural
inhibitor of pluripotent hematopoietic stem cell proliferation, which is hydrolyzed
exclusively by ACE and which inhibits proliferation of cardiac fibroblasts in vivo and in

vitro (Rhaleb ef al., 2001a; Rhaleb et al., 2001b).

In summary, we used five complementary parameters to rule out the implication of
the kinin B, receptor in SMC apoptosis induction and vascular hyperplasia regression

induced by enalapril in SHR. In contrast, preliminary data identify the induction of B,
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receptors as a candidate mechanism. Further studies will be required to assess molecular

mechanisms of this SMC apoptosis induction participating in hypertrophy regression.
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3.1.7 Figure legends, figures and table

Figure 1: Systolic blood pressure regulation over the 4-week experimental
period. The graph represents arterial systolic blood pressure of SHR treated with a placebo,
enalapril, Hoe 140 or a combination of both treatments and measured by plethysmography
(mean + SEM; n = 9 to 10 per group). * Significantly different (P<0.05) from placebo
group.

Figure 2: Blockade of kinin B, receptors in anesthetized rat after 4 weeks of
treatment. Magnitude (A) and half-life (B) of the hypotension induced by various doses
(0.01, 0.10 and 1.0 pg dissolved in 0.1 ml saline) of intra-arterial BK bolus injection. Mean
+ SEM; n = 4 to 7 per group. * Significantly different (P<0.05) from placebo group. T
Significantly different (P<0.05) from enalapril group.

Figure 3: Enalapril induces aortic hypertrophy regression and SMC apoptosis
even in the presence of a kinin B; receptor antagonist. A. Aortic medial mass, indicative
of aortic hypertrophy, evaluated quantitatively by image analysis of the vessel medial
cross-sectionnal area (CSA). B. Aortic hyperplasia evaluated using the three-dimensional
disector method and presented as smooth muscle cell number per unit length. WKY rats
showed 85+6 SMC per um, p<0.0001 vs control SHR. C. DNA fragmentation index was
obtained after quantification of DNA ladders as those shown in Fig 4. D. Aortic SMC DNA
synthesis. Mean £ SEM; n = 9 to 10 per group. n = 6 per group for DNA synthesis, see
Methods. * Significantly different (P<0.05) from placebo group.
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Figure 4: Enalapril induces aortic DNA fragmentation even with the co-
administration of Hoe 140. DNA ladders were obtained with DNA extracted from the
aorta of SHR treated for 4 weeks with placebo (PLA), enalapril alone (ENA), Hoe 140
alone (Hoe) or a combination of both treatments (ENA + Hoe). DNA free 3°’OH ends were
nick end labeled with dUTP-[P**] using terminal deoxynucleotidyl transferase. Increasing

amounts of DNA (0.05 to 0.4 pg) were fractionated by electrophoresis on 1.5% agarose gel.

Figure 5: Enalapril treatment transiently increased aortic contraction elicited
by a kinin B, receptor agonist. A. Isometric contractions elicited by increasing doses of
dBK are expressed in mg. Aortic strips were isolated from SHR after the different time-
period indicated. B. Vasoactive responses to dBK between 8 and 13 days (n=9) were
significantly reduced by the addition of Leu®-dBK before stimulation. * Significantly
different (P<0.05) from untreated rats. 1 Significantly different (P<0.05) from responses

observed in absence of leucine®-dBK.

Figure 6: Increased expression of kinin B; and B, receptors after enalapril
treatment. A. Autoradiograms showing total binding sites of [1ZSI]HPP-Aca-Lys[B-D-Nal7,
Ile*]des-Arg’BK (for By receptor) and ['*IJHPP-Hoe 140 (for B, receptor) in aorta sections
taken from control SHR or SHR treated with enalapril for 8-11 days. Non-specific binding
(NS) in the presence of 1 pM unlabelled radioligand is shown on the right panels. B.
Quantification of the specific binding sites in the aortac of SHR and SHR treated with
enalapril for 8-11 days. ** Significantly different (P <0.01) from SHR.
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Treatment (n)
Placebo (9) Hoe 140 (10) Enalapril (9) Ena + Hoe (10)

LEFT VENTRICLE
Left-ventricular : Body
Weight Ratio,  2.64+0.04 2.58+0.05 1.97+0.06* 1.93+0.06*
(mg/g)
DNA content
4.30+0.15 4.4210.15 3.08+0.35* 3.58+0.26*
(ng/ gBW)
DNA synthesis
* *
(CPM /100 pg) 1071+138 989171 774+93 654+74
DNA fragmentation index,
(Arbitrary units / pg DNA) 1.68+0.26 1.59+0.25 1.38+0.19 1.61+0.29
RIGHT VENTRICLE
Right-ventricular : Body
Weight Ratio,  0.51+0.04 0.51+0.04 0.50+0.05 0.50::0.06
(mg/g)
DNA content
0.73+0.07 0.75+0.08 0.71+0.08 0.77+0.08
(ug/ gBW)
DNA synthesis
(CPM /100 pg) 645117 600+98 604197 567+90
DNA fragmentation index,
ND ND ND ND

(Arbitrary units / pg DNA)

Table 1: Cardiac hypertrophy following SHR treatment with enalapril, Hoe 140 or a
combination of both drugs for 4 weeks.

Values are mean + SEM. ND: Not determined. n = 6 for DNA synthesis, see Methods.
* Significantly different (P<0.05) from placebo group.
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3.2.1 Summary

The regression of aortic hypertrophy induced by enalapril in spontaneously
hypertensive rats (SHR) involves smooth muscle cell (SMC) deletion by apoptosis, an
effect that is independent of angiotensin pathway inhibition or kinin B, receptor activation
but that is associated with increased aortic expression of kinin B; receptors. Thus, we
postulated that B; receptors are pro-apoptotic in this model. First, SHR were treated with
enalapril (30 mg/kg/d p.o.) for up to 16 days to compare the time course of B; receptor
expression, by in situ radioligand receptor binding, and that of SMC apoptosis. Aortic B;
receptor expression and apoptotic SMC were both significantly increased only between
days 9 and 12 of enalapril treatment, followed by reduced SMC hyperplasia (-19%) by day
12 and reduced aortic hypertrophy (-22%) by day 14. Next, the role of B, receptors was
examined in SHR receiving either vehicle, enalapril or R-715 (selective B; antagonist; 400
ug/kg/d) alone or in combination for 9-10 or 21 days. Significant systolic blood pressure
reduction with enalapril (-29%) was not affected by R-715. Enalapril for 9-10 days
increased SMC apoptosis and cGMP levels in the aorta and these effects were prevented by
co-administration of R-715. At day 21, enalapril-induced reduction of SMC hyperplasia (-
32%) was completely prevented by R-715 whereas reduction in aortic hypertrophy (-21%)
was significantly attenuated by 51%. This is the first demonstration that B; receptors for
kinins induce apoptosis and that B; receptor-dependent SMC deletion is an essential

component of aortic remodeling induced by enalapril.

Keywords: Hypertension; vascular hypertrophy; apoptosis; enalapril; kinin B,

receptor
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3.2.2 Introduction

Although the regression of cardiovascular hypertrophy is an important therapeutic
target in controlling complications associated with hypertension, the underlying
mechanisms remain incompletely understood. In the last decade, apoptosis has emerged as
a key determinant of organ remodeling in disease and therapy (deBlois et al., 2005). We
previously reported that the regression of cardiovascular hypertrophy involves a transient
burst of apoptosis in aortic smooth muscle cells (SMC) and cardiac fibroblasts in
spontaneously hypertensive rats (SHR) treated with a variety of anti-hypertensive drugs
including angiotensin converting enzyme inhibitors (ACEi) such as enalapril and
angiotensin AT receptor antagonists such as losartan or valsartan (deBlois et al., 1997,
Duguay et al., 2004; Der Sarkissian et al., 2004; Marchand et al., 2003; Tea et al., 2000).
In contrast, treatment with the vasodilator hydralazine reduces blood pressure but does not
affect cardiovascular mass or apoptosis, suggesting pressure-independent regulation of cell
fate (deBlois et al., 1997). Moreover, administration of the pan-caspase inhibitor z-VAD-
fmk prevents SMC deletion and abolishes the early phase of aortic mass regression in SHR
treated with losartan, suggesting an obligatory role for SMC apoptosis in therapeutic

vascular remodeling (Marchand et al., 2003).

Evidence suggest that selected mechanisms underlie SMC apoptosis induction with
ACEi versus AT, receptor antagonists in SHR. Valsartan- but not enalapril-induced SMC
apoptosis is abolished in the presence of PD123319, a blocker of pro-apoptotic AT,
receptors for angiotensin II (Tea et al., 2000). Since combined blockade of AT, and AT,
receptors does not cause SMC apoptosis, these data suggest that enalapril-induced

apoptosis occurs independently of reduced AT, and AT, receptor signaling.

ACEi increase the half-life of kinins (Bhoola et al, 1992) and several lines of
evidence suggest a role for kinins in the prevention of cardiovascular hypertrophy or
hyperplasia with ACEi, in part via the activation of the nitric oxide (NO) / cyclic guanosine
monophosphate (cGMP) pathway (Benetos et al, 1997; Farhy et al., 1993; Linz &

Scholkens, 1992; Linz et al., 1995). However, the role of kinins in mediating regression of
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cardiovascular hypertrophy is less well defined (Black et al., 1996). We recently reported
that cardiovascular apoptosis and hypertrophy regression in enalapril-treated SHR is not
affected by kinin B, receptor blockade but is associated with a transient up-regulation of B,
receptor expression in the SHR aorta (Duguay et al., 2004). Evidence of B; receptor up-
regulation includes enhanced contractile responses to the B, agonist des-Arg’-bradykinin in
aortic rings isolated after 8-9 days of enalapril but not in rings from control rats or rats
treated with enalapril for 2 weeks. In addition, the contractile responses to des-Argg-
bradykinin are specific since they are blocked by Leu®-des-Arg’-bradykinin, a specific B,
receptor antagonist. Finally, aortae isolated between 8 and 11 days of enalapril treatment
show increased B, receptor expression by in situ binding autoradiography (Duguay et al.,
2004). Together, these data suggested a possible role for B; receptors in vascular
remodeling with ACEi.

The present studies were designed to define the time-courses of aortic B; receptor
up-regulation relative to SMC apoptosis induction in ACEi-treated SHR, and to determine
whether SMC deletion by apoptosis is dependent on B; receptor activation. Evidence
provided herein indicates that B; receptors mediate increased aortic cGMP production,

SMC apoptosis and hypertrophy regression in the aorta of enalapril-treated SHR.

3.2.3 Methods
Animal procedures

Male SHR were purchased from Charles-River (St-Constant, Canada) and housed
for at least 1 week before initiation of drug treatment at 12 weeks of age. Food and water

were administered ad libitum. All animal manipulations were conducted according to

institutional guidelines.

In order to examine the kinetics of SMC apoptosis induction during ACEi treatment,
SHR received enalapril (30 mg/kg/d p.o.) for 0, 8, 9-10, 11-12, 13-14 and 15-16 (n=4 to
11/group). Systolic blood pressure was measured by tail-cuff plethysmography at days 0,
10 and 14. At the end of the treatment, rats were killed with carbon dioxide. The thoracic
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aorta was isolated and a 3 mm-long ring of aorta was cut between the third and fourth
intercostal arteries after weighing the vessel. The aortic rings were fixed in 4%
paraformaldehyde overnight and processed according to routine histological procedures for
morphometric measurements in cross-sections of paraffin-embedded arteries. Another
segment of the aorta was embedded in OTC compound and frozen sections were cut for

receptor autoradiography as we previously described (Duguay et al., 2004).

In order to examine the role of B, receptors in ACEi-induced SMC apoptosis, SHR
were randomly assigned to treatment with enalapril (30 mg/kg/day) in the drinking water,
the selective kinin B; receptor antagonist R-715 (400 pg/kg/day) by continuous
subcutaneous infusion with an osmotic minipump (model 2004, Alzet, CA, U.S.A.) or a
combination of both drugs. R-715 was dissolved in saline. Control animals received
vehicle. Systolic blood pressure was measured by tail-cuff plethysmography at days 0, 4, 14
and 18. Half of the rats in each group were sacrificed at days 9-10 and the others at day 21.
Rats were anesthetized with a single subcutaneous injection of ketamine (80 mg/kg),
xylazine (4 mg/kg) and acepromazine (2 mg/kg) and were killed by an intravenous
injection of 1.5 ml CdCl, (100 mM) via the vena cava to induce diastolic cardiac arrest.
Cardiac ventricles were isolated, separated and weighed. The thoracic aorta was isolated
and a 3 mm-long ring of aorta was cut and processed as described above. The rest of the

vessel (without endothelium) was immediately frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C

until analysis.

In vitro receptor autoradiography

Immediately after sacrifice, aortae were removed and a segment (with endothelium)
was prepared on slides for autoradiography as previously described (Duguay et al., 2004)
and kept at -80°C until use. Mono-iodinated peptide radioligand was prepared as described
previously (Ongali et al., 2003). Aortic sections were thawed. and incubated at room
temperature for 90 min in 25 mM PIPES buffer (pH 7.4; 4°C) containing 1 mM 1,10-
phenanthroline, 1 mM dithiothreitol, 0.014% bacitracin, 0.1 mM captopril, 0.2% bovine
serum albumine (protease free) and 7.5 mM magnesium chloride in the presence of 150 pM

of ["*IJHPP-D-Arg’[Hyp’, Thi’, D-Tic’, Oic®]des-Arg’-BK (specific activity: 1,212
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Ci/mmol). The non-specific binding was determined in the presence of 1 pM of unlabelled
ligand. After incubation, slides were transferred sequentially in 25 mM PIPES (pH 7.4; 4
°C) for four rinses and dipped for 15 s in distilled water (4°C) to remove the excess of salts
and air-dried. Kodak Scientific Imaging Films BIOMAX T™M MS® were juxtaposed onto
the slides in the presence of ['*I)-microscales and exposed at room temperature for 3 days.
The films were developed in D-19 (Kodak developer) and fixed in Kodak Ektaflo.
Autoradiograms were quantified by densitometry using an image analysis system
(MCID™, Imaging Research Inc., Ontario, Canada). A standard curve from ['Z1)-
microscales was used to convert density levels into femtomoles per milligram of tissue

(fmol/mg tissue).

Detection of apoptotic nuclei

SMC nuclei showing evidence of internucleosomal DNA fragmentation, a hallmark
of apoptosis, were detected using the in situ oligo ligation (ISOL) assay (Chemicon, CA)
as described by the manufacturer, with minor modifications. Briefly, 5-pum thick cuts made
from the paraffin-embedded sections of aorta were deparaffinized and rehydrated, followed
by a pre-treatment with proteinase K (50 pg/mL). Sections were then incubated with the
equilibration buffer before ligation of the biotinylated oligonucleotide with T4 DNA ligase
for 19 h at 18°C. A streptavidin-horseradish peroxidase system with the substrate 3°, 3’-
diaminobenzidine (DAB, brown) was used to develop the stain. The slides were then lightly
counterstained with methyl green. Slides for positive controls were pre-treated with DNAse
1 (200 pg/mL, 10 min) and negative controls had water instead of DNA ligase. Every
ISOL-positive SMC nuclei per cross-section were counted using light microscopy. The
ISOL method labels DNA presenting double-stranded breaks with single-base 3’ overhangs

(Didenko et al., 1999), characteristics of apoptotic but not necrotic nuclei (Didenko &
Hornsby, 1996).

Hypertrophy and hyperplasia measurements

The aortic medial cross-sectional area (CSA) was evaluated in 3 pm-thick,
hematoxylin-phloxin-safran stained sections of aorta. Photomicrographs were taken at

400X magnification, digitized, and analyzed using the NIH Image 1.62 program (developed
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at the National Institute of Health; http://rsb.info.nih.gov/nih-image/). Vascular cross-
sections were used to measure smooth muscle cell number per unit of length in the aortic
media using the three-dimensional disector method as previously described (deBlois et al.,
1997). For evaluation of DNA content, an aliquot of the pulverized tissue was weighed and
total tissue DNA was extracted by the phenol and chloroform procedure, following
digestion steps with proteinase K and RNAse A in the presence of EDTA (Teiger ef al.,
1996). DNA concentration was determined by spectrophotometry and DNA content per

unit of aortic length or per cardiac ventricle, adjusted for body weight, was calculated.

cGMP

c¢GMP levels in the aortic media were evaluated by enzymatic immunoassay as per

the manufacturer’s instructions (Amersham, NJ) and expressed as the amount of cGMP per

mg protein.

Immunoblot

Ratio of cleaved caspase-3 over total enzyme, as well as phosphorylation level of
Akt and of mitogen-activated protein kinases (MAPK) [Extracellular regulated kinases 1/2
(Erk-1/2), p38 MAPK and c-Jun N-terminal kinase (Jnk)] were examined by western blot
as previously described (Der Sarkissian et al., 2003), with minor modifications. Briefly,
aliquots containing 15 pg of extracted aortic proteins were loaded onto 10% sodium
dodecyl sulfate polyacrylamide gel and transferred to Hybond-C membrane after
electrophoresis. Membranes were hybridized with anti-phospho Akt (1:4000), anti-Akt
(1:1000), anti-phospho Erk-1/2 (1:4000), anti-Erk-1/2 (1:1000), anti-phospho p38MAPK
(1:2000), anti-p38MAPK (1:1000), anti-phospho Jnk (1:500) or anti-Jnk (1:3000), all from
Cell signaling, followed by incubation with goat anti-rabbit (1:2000, Santa Cruz Biotech,
Santa Cruz, CA) horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody. Membranes were

then incubated with ECL Plus (Amersham), exposed to film and developed.
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Drugs & Materials

R-715 was supplied by IPS Pharma (Sherbrooke, Canada). Ketamine and
acepromazine were from Ayerst (Montreal, Canada). Xylazine was from Bayer (Etobicoke,
Canada) and [*H]-thymidine was from ICN (CA, U.S.A.). ["*’I|HPP-Aca-Lys[B-D-
Nal7,Ile8]des-Arg9BK (34 hydroxyphenyl-propionyl-Aca-Lys[B-D-Na17, Ile®]des-Arg’BK)
was developed from the selective B; receptor antagonists R-715 or Aca-Lys[p-D-Nal’,
Ile®|des-Arg’BK (Neugebauer et al., 2002). They were kindly supplied by Dr W.
Neugebauer (Department of Pharmacology, Universit¢ de Sherbrooke, Sherbrooke,
Canada). Autoradiographic ['%I)-microscales (20um) and Kodak Scientific Imaging Films
BIOMAX TM MS® (double-coated, 24x30 cm) were purchased from Amersham

Pharmacia Biotech Canada. All other chemicals were from Sigma-Aldrich Canada.

Statistical analysis

Analysis of variance followed by Dunnett’s multiple comparisons test was applied
for all data, except for cGMP levels in the aorta, which was analyzed using the
nonparametric test Kruskal-Wallis followed by Dunn’s multiple comparisons test. Values

are presented as mean + standard error of the mean (SEM) and p<0.05 was considered

statistically significant.

3.2.4 Results

Time course of enalapril effects

Mean body weight of rats before treatment was 263+2 g. All rats gained weight
during the experimental period, ending at 309+6 g at days 15-16. Daily water consumption
significantly increased by 87+4% in rats treated with enalapril for 15-16 days (p<0.01).
Rats used in this study were hypertensive before initiation of treatment, with an average
systolic blood pressure of 188+4 mmHg (»=14, measured in a subset of rats). Their systolic
blood pressure was normalized at the time of the next measurement (135+2 mmHg, n=16,

day 10, p<0.01), with no further reduction at day 14.
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Using in vitro receptor autoradiography, we observed a transient increase of kinin
B, binding sites in the aorta, occurring only between days 9 and 12 (Fig 1). The number of
nuclei stained by the ISOL assay in the whole section of the aortic media, indicative of
double-stranded DNA breaks with single-base 3’ overhangs (specific to DNA
fragmentation associated with apoptosis), was increased significantly at days 9-10 and 11-
12 (Fig 2A). A representative photomicrograph of ISOL-positive nuclei at days 0 and 9-10
is showed in Fig 2B. Following the initiation of apoptosis, SMC number, showed an abrupt
reduction by days 11-12 and was stable by days 15-16 (Fig 2C). Vascular mass regression,
as evaluated by the aortic CSA, reached significance by days 13-14, i.e. following SMC
deletion by apoptosis (Fig 2D).

Effects of a B; antagonist

Next, we tested the hypothesis that enalapril induction of SMC apoptosis is
dependent on kinin B; receptor activation. Rats were randomized to receive placebo,
enalapril, R-715 or enalapril + R-715 and were sacrificed at days 9-10, to examine the
active phase of apoptosis, or at day 21, to examine the cumulative effects on remodeling.
All rats gained weight during the experiment and final body weight was not different
between groups (not shown). Daily water consumption increased by 36% (p<0.01) in
enalapril-rats but was not affected by the B; antagonist. The significant antihypertensive
effect of enalapril was not affected by R-715 and R-715 alone had no significant effect on
blood pressure (Fig 3).

Consistent with the previous studies, enalapril treatment for 9-10 days did not yet
reduce aortic CSA (Fig 4A) although it increased the number of apoptotic SMC nuclei in
the aortic media (Fig 4B). Interestingly, enalapril-induced apoptosis was abolished by R-
715 (Fig 4B). We evaluated cGMP levels in the aortic media at days 9-10, as a possible
signaling event downstream of B; receptor stimulation. cGMP was increased in the aortic
media by enalapril treatment, but this effect was blunted in the presence of R-715 (Fig 4C).
R-715 alone did not affect aortic remodeling or cGMP. At this time point, the aorta did not
show detectable changes in phosphorylation of Akt, a strong survival signal in SMC, or in

the ratio of cleaved caspase-3 (active) over total enzyme (not shown).
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We next examined the cumulative effect of the treatments on vascular remodeling
after 21 days. At this time point, enalapril significantly reduced SMC hyperplasia, an effect
that was completely prevented by co-administration of the B; antagonist (Fig 5A).
Consistent with these data, the reduction in aortic DNA content with enalapril (-45+7%,
p<0.01) was completely prevented in the presence of R-715 (not shown). The reduction of
aortic CSA with enalapril at day 21 was partially prevented (51%) by R-715 (Fig 5B).
Administration of R-715 alone did not affect aortic remodeling. In summary, the kinin B
receptor antagonist R-715 abolished SMC apoptosis induction and reversal of aortic
hyperplasia and significantly attenuated the regression of aortic hypertrophy without
affecting blood pressure lowering in SHR treated with enalapril.

To further investigate the mechanisms involved in aortic remodeling during
enalapril treatment, we evaluated the phosphorylation level of members from the 3 major
families of mitogen-activated protein kinases (MAPKs). As shown in Fig 6A, the ratio of
the phosphorylated form of p38 over the total enzyme was significantly reduced only at day
21 of enalapril treatment, an effect that was not modulated by R-715. A similar pattern was

observed for the ratio of p-Erk / Erk (Fig 6B) and of p-Jnk / Jnk (Fig 6C).

To gain insight into the mechanisms of cardiac remodeling, we assessed left
ventricular hypertrophy and hyperplasia at 21 days. As shown in Table 1, enalapril-induced
reductions in left ventricular hypertrophy and hyperplasia were not affected by the co-

administration of R-715.

3.2.5 Discussion

This is the first study demonstrating that B; receptors for kinins mediate vascular
SMC apoptosis, an effect that is required for maximal reversal of aortic hypertrophy in
SHR treated with enalapril. Blockade of kinin B; receptor does not affect enalapril-induced
SMC apoptosis and aortic remodeling in this model (Duguay et al., 2004). In contrast, a B,

receptor blocker was able to completely prevent the deletion of SMC and the reversal of
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aortic hyperplasia without affecting the antihypertensive effect of enalapril, suggesting a
pressure-independent, receptor-specific regulation of SMC fate. Furthermore, apoptosis
induction by B, receptors was organ-specific since the B; antagonist did not prevent the

reduction of cardiac hyperplasia by enalapril.

In SMC cultured from rat mesenteric arteries, B, receptors inhibit PDGF-induced
mitogenesis (Dixon & Dennis, 1997; Dixon et al., 2002). In vivo, local delivery of the
human tissue kallikrein gene into the rat carotid artery post-angioplasty inhibits SMC
proliferation and migration via the activation of B; receptors leading to NO, cGMP and
cyclic adenosine monophosphate (cAMP) production (Agata et al., 2000). In rats treated
with the angiotensin II type 1 receptor antagonist valsartan, B; receptor blockade reduces
tissue cGMP levels and enhances neointimal hyperplasia post-angioplasty (Barker et al.,
2006). In contrast, B, receptor activation stimulates mitogenesis in quiescent rabbit aortic
SMC incubated in the presence of a cycloxygenase inhibitor (Levesque et al, 1995).
Together, these data suggest that the trophic response to By agonists is influenced by the
proliferative status of SMC. Vascular SMC from SHR exhibit dysregulation of growth,
with enhanced rates of DNA synthesis and incidence of polyploidy (deBlois et al., 2005).
The accumulation of polyploid SMC is reversed in the aorta of SHR treated with an ACEi
(Devlin et al., 1995). In this model, enalapril induce SMC apoptosis before the enhanced
rates of aortic DNA synthesis are normalized (deBlois et al., 1997). Thus it is intriguing to
speculate that B, receptor-mediated apoptosis targets SMC showing a dysregulated growth

behavior.

B, receptors activate MAPKs in SMC (Christopher et al., 2001; Naraba et al., 1998)
and these signaling pathways have been implicated in the regulation of cell growth and
survival (Touyz & Schiffrin, 2000). In order to gain insights into the downstream molecular
mechanisms, we analyzed the regulation of MAPKs during enalapril-induced vascular
apoptosis. The phosphorylation of Erk-1/2, p38 and Jnk MAPKSs, were not influenced by
enalapril at days 9-10, i.e. at a time when SMC apoptosis is ongoing as shown by ir situ
labeling of DNA fragmentation. At day 21 of enalapril, however, the phosphorylation of all
MAPKSs was reduced, and this was not affected by B; receptor blockade. Thus, inhibition of
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MAPKs may not play a primary role in SMC apoptosis induction during enalapril
treatment. In contrast, MAPK inhibition may be involved in the Bi-receptor-independent
reduction of artic hypertrophy. Consistent with this, Erk-1/2 inhibition in vivo reduces

protein synthesis in the aorta of hypertensive rats (Girardot et al., 2003; Martens et al.,
2002).

Endothelial dysfunction in SHR vessels involves increased production of reactive
oxygen species and decreased NO bioavailability (Vanhoutte et al., 2005). In SMC,
reactive oxygen species such as hydrogen peroxide and superoxide stimulate growth (Li et
al., 1997; Li et al., 1999) while NO induce apoptosis (Fukuo et al., 1996; Garg & Hassid,
1989; Iwashina et al., 1998; Pilane & LaBelle, 2005). Several lines of evidence suggest a
role for the correction of endothelial dysfunction in apoptosis induction in SHR. First,
correction of endothelial dysfunction in SHR occurs between 7 and 14 days of enalapril
treatment, i.e., during the period of aortic apoptosis induction (Der Sarkissian et al., 2004).
Second, although correction of endothelial dysfunction by daily administration of
tetrahydrobiopterine and L-arginine for 1 week is not sufficient to induce aortic apoptosis,
it interacts synergistically with enalapril to induce SMC apoptosis (Der Sarkissian ef al.,
2004). An attractive hypothesis is that enalapril acts by increasing kinin levels, which in
turn act on B receptors to increase aortic apoptosis via the NO / ¢cGMP pathway, a
mechanism that would require correction of endothelial dysfunction to be fully functional.
Enalaprilat may also directly stimulate the B, receptor / NO pathway in endothelial cells, as
shown by some groups (Ignjatovic et al., 2002), but not others (Fortin ez al., 2003). In the
present study, we present the first evidence that B, receptors elevate cGMP levels in the
aorta of SHR treated with enalapril. In addition, preliminary evidence indicates that B,
receptors mediate vascular relaxations in isolated SHR aorta and that blockade of NO
synthase activity with L-NAME abolishes these relaxations, unmasking a contractile effect
of B, agonists only in aortae obtained after 9-12 days of enalapril (D Duguay et al,
unpublished observations). Potential sources of NO in the SHR aorta include type III NO
synthase (eNOS) in the endothelium and type I NO synthase (nNOS) in SMC and
adventitia (Boulanger et al., 1998; Brophy et al., 2000; Buchwalow et al., 2002; Schwarz et
al., 1999). Thus, reversal of aortic hyperplasia with enalapril may involve NO-induced

SMC apoptosis.
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It should be mentioned that the SHR aorta expresses both receptor subtypes for
kinins (Duguay et al., 2004) and that kinin B, receptors have also been shown to increase
c¢GMP levels in the aorta of SHR in a different experimental paradigm, i.e. ACEi treatment
for 20 weeks starting in utero (Gohlke et al., 1993). Since B, receptors show little
desensitization and a markedly sustained pattern of intracellular signaling relative to B,
receptors (Faussner ef al., 1999), signaling pathways specific for B; receptors may also
contribute to apoptosis. In rat mesenteric arteries, B; receptors stimulate the release of
ceramide, a known apoptotic mediator (Gulbins & Li, 2006; Perrotta et al., 2005) via the
activation of sphingomyelinase (SMase) (Kleine et al., 2002)). NO-induced apoptosis is
accompanied by SMase activation and ceramide release in SMC (Pilane & LaBelle, 2004).
In contrast, B, receptor stimulation inhibits SMase in rabbit cortical collecting duct cells
(Liu et al., 1999).

Proposed mechanisms leading to the up-regulation of B; receptors remain
incompletely understood. These include tissue damage, inflammatory cytokines, B
agonists themselves, B, receptor gene knock-out and exposure to ACEi. While the
induction of B, receptors by ACEi treatment is controversial, it appears to be tissue and
species dependent (Marceau et al., 1999; Ongali et al., 2003; Marin-Castano et al., 2002).
Chronic ACEi administration up-regulates functional B; receptors in nephrons and renal
vessels of normotensive rats (Marin-Castano et al., 2002) and transiently increase B
binding sites in the spinal cord of 8-week old SHR (Ongali et al., 2003). We previously
reported that functional B, receptors are significantly increased in vessels obtained after 8-9
days of enalapril treatment (Duguay et al., 2004). The present study confirms and expands
these data by showing that aortic up-regulation of B; binding sites by ACEi ir vivo is a
transient phenomenon occurring in temporal correlation with the apparition and clearance
of DNA fragments in the aortic media during enalapril treatment. Thus, B; receptor
induction may reflect a transient inflammatory response to the rapid production of apoptotic
bodies in the vascular wall. Consistent with this, we recently observed that reversal of
cardiac fibroblast hyperplasia by apoptosis in SHR treated with amlodipine induces a
transient infiltration of monocytes in the myocardium (Duguay et al, 2007). Cells

expressing B, receptors de novo may also be those undergoing apoptosis.
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Aortic hyperplasia in SHR is reversed also by AT} receptor blockers and calcium
channel blockers (deBlois et al., 1997; Marchand et al., 2003; Tea et al., 2000). Our current
results evoke the possibility that B receptors may act as a common apoptotic pathway in
these models. First, angiotensin Il AT, receptors mediate SMC apoptosis in SHR treated
with an AT, antagonist (Tea ef al., 2000) and AT, receptor stimulation increases vascular
kininogenase activity in mice (Tsutsumi et al., 1999). Some effects of AT, antagonists are
mediated by kinins receptors (Zhu et al., 1999; Gohlke et al., 1998; Jalowy et al., 1998),
including B, receptors (Barker et al., 2006; Tschope et al., 2004). Second, the calcium
channel blocker amlodipine has been shown to increase the release of NO via a kinin B,
receptor-dependent mechanism (Zhang & Hintze, 1998; Zhang et al., 1999a; Zhang et al.,
1999b; Zhang et al., 2000; Xu et al., 2002; Lenasi et al., 2003). Furthermore, an intriguing
report revealed that in vitro, amlodipine at a high dose inhibit ACE activity to the same
extent as enalapril (Xu et al., 2002).

We previously reported that the beta-blocker propranolol induces apoptosis and
reverses hyperplasia in the SHR heart but not aorta (deBlois ef al., 1997; Tea et al., 1999).
The present study further supports the notion that apoptosis during antihypertensive
treatment is organ-specific. Enalapril-induced fibroblast apoptosis and reversal of left
ventricular hyperplasia in SHR does not involve kinin B, receptors (Duguay et al., 2004;
Der Sarkissian et al., 2003). Therefore, we can exclude activation of the kinin pathway as

mechanism for apoptosis during rapid cardiac remodeling with antihypertensive drugs in
SHR.

In summary, this study shows that therapeutic aortic remodeling involves B
receptor-mediated SMC apoptosis during enalapril treatment of hypertension. Together
with the finding that gene polymorphism associated with low B; receptor expression is
associated with a higher prospective coronary risk in hypertensive patients (Dhamrait et al.,
2003), the present study suggest that activation of B, receptors may provide cardiovascular

protection and contribute to the clinical benefits of ACEi.
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3.3.7 Figure legends, figures and table

Figure 1: Increased expression and function of kinin B; receptors in the aorta
after enalapril treatment. A. Quantification of the specific binding sites of ['*IJHPP-Aca-
Lys[B-D-Nal’, Ile*]des-Arg’BK (for B, receptor) in the aortae of control SHR (day 0) or
SHR treated with enalapril. The number of binding sites was significantly decreased at day

8 and increased at days 9-10 and 11-12. * Significantly different (P < 0.05) from day 0.

Figure 2: Time course of enalapril effects in the aorta. A. Kinetics of the
presence of apoptotic SMC nuclei (significantly increased at days 9-10 and 11-12). B.
Representative photomicrograph of ISOL-positive nuclei at days 0 and 9-10. C. Kinetics of
the reduction of SMC number (significantly reduced for the first time at days 11-12) and
(D) the reduction of aortic hypertrophy (significantly reduced for the first time at days 13-
14). * Significantly different (P < 0.05) from day 0.

Figure 3: Systolic blood pressure measured by tail-cuff plethysmography at
days 0, 4, 14 and 18 of treatment. Systolic blood pressure reduction induced by enalapril
was not modified by the concomitant blockade of kinin B, receptors. * Significantly

different (P < 0.05) from age-matched untreated SHR.

Figure 4: Evaluation of aortic hypertrophy and detection of apoptotic nuclei
and cGMP at the time of active apoptosis. A. Aortic CSA was not yet reduced at days 9-
10 of enalapril treatment. B. The presence of increased ISOL-positive medial SMC nuclei
(apoptotic) detected at days 9-10 of enalapril treatment was prevented by co-administration
of the specific kinin B, receptors antagonist R-715. C. Increased production of cGMP with
enalapril, quantified by an enzyme immunoassay, was prevented by the addition of R-715.

* Significantly different (P < 0.05) from age-matched untreated SHR.

Figure 5: Cumulative effect of enalapril alone or in combination with kinin B,
receptors antagonist on aortic SMC number and aortic hypertrophy. A. The reduction

of SMC number induced by enalapril, as measured at day 21 of treatment, was completely
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prevented by co-administration of R-715. B. The reduction of aortic CSA induced by
enalapril, as measured at day 21 of treatment, was partially prevented by co-administration
of R-715. ** and * Significantly different (P < 0.01 and P < 0.05, respectively) from age-
matched untreated SHR. 1 Significantly different (P < 0.05) from enalapril-treated SHR.

Figure 6: Expression ratio of the phosphorylated form over the total form of
MAPKSs at days 9-10 and day 21 of treatment. The phosphorylation ratios of (A) p38,
(B) Erk-1/2 and (C) Jnk were reduced in the aortic media of SHR treated with enalapril at
day 21 (m) but not at days 9-10 (O). The co-administration of R-715 did not modify this
effect of enalapril. * Significantly different (P < 0.05) from age-matched untreated SHR.

Inset shows the representative expression of the phosphorylated form and the total form of

each proteins.
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Treatment
Placebo Enalapril R-715 Ena + R-715
LEFT VENTRICLE

Left-ventricular : Body Weight

Ratio, 2.71£0.13 1.950.02* 2.54+0.06 1.91+0.06*
mg/g 10>
Left ventricle weight

mg 767+£25 548+£17* 75819 524432*

DNA content

6.04+0.46 4.08+0.23* 5.18+0.18 4.12+0.21*
ng/g BW

RIGHT VENTRICLE

Right-ventricular : Body

Weight Ratio,  0.64+0.03 0.62+0.02 0.60+0.02 0.63+0.02
mg/g 107
Right ventricle weight

183+10 17347 179+8 173£9

mg
DNA content

ng/g BW 1.09+0.05 1.18+0.03 1.10+0.04 1.26+0.07

Table 1: Cardiac hypertrophy and DNA content following SHR treatment with
enalapril, R-715 or a combination of both drugs for 21 days.

Values are mean + SEM. * Significantly different (P<0.05) from placebo group.
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3.3.1 Summary

Background and purpose: The regression of aortic hypertrophy is initiated by a
transient wave of smooth muscle cell (SMC) apoptosis in spontaneously hypertensive rats
(SHR) treated with antihypertensive drugs, although the molecular pathways remain
unclear. Experimental approach: Enzymes involved in apoptosis regulation were examined
daily during onset aortic remodeling in SHR treated with amlodipine (20 mg kg day™).
Key results: Significant reduction of aortic SMC number occurred by day 3 of amlodipine,
reaching -24% at 28 days, followed by a significant regression of medial hypertrophy by
day 5, reaching -14% at 28 days. ISOL-positive (apoptotic) SMC nuclei increased by 4.6-
fold between days 2 and 4, in temporal correlation with the activation of caspase-8 (2.7-
fold) at day 2 only, caspase-3 at days 3 and 4 (1.7-fold) and caspase-9 at day 3 only (3.1-
fold). Akt phosphorylation, a pro-survival pathway, was reduced prior to apoptosis at day 1
(-52%) and until day 3. During the first 6 days of amlodipine treatment, significant
reduction in phosphorylation of mitogen-activated protein (MAP) kinases was transient for
p38 (-46% at day 3 only) but continuous for ERK 1/2 after 3 days (-40%), and for JNK
after 4 days (> -50%). Conclusions and implications: Amlodipine inhibition of Akt
occurred prior to and during SMC apoptosis induction, a process mediated by the early
activation of caspase-8 followed by caspase-9 and -3 and associated with MAP kinase
inhibition. These findings provide insights about the molecular pathways underlying SMC

apoptosis leading to vascular remodeling during amlodipine treatment of hypertension.

Keywords: Hypertension; Hypertrophy / hyperplasia; Calcium channel blockers;
Apoptosis; Smooth muscle cells.

Abbreviations: AT, angiotensin II type 1 receptor; CSA, cross-sectional area; ERK 1/2,
extracellular signal-regulated kinase 1/2; FLIP, FLICE-inhibitory protein;
ISOL, in situ oligonucleotide ligation; JNK, c-Jun N-terminal kinase;
MAP, mitogen-activated protein; p38, p38 MAP kinase; SHR,

spontaneously hypertensive rat; SMC, smooth muscle cells.
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3.3.2 Introduction

The importance of pleiotropic effects of antihypertensive drugs is increasingly being
recognized (Ichihara et al., 2006; Mason et al., 2003; Nissen et al., 2004). Notably,
vascular hypertrophy contributes to the pathogenesis of hypertension and the reversal of
this pathological remodeling is suggested to increase efficacy of anti-hypertensive drugs
beyond the mere reduction of blood pressure (Intengan & Schiffrin, 2001). In conductance
vessels of spontaneously hypertensive rats (SHR), a genetically determined model of
hypertension, alterations in the replication and death rates of smooth muscle cells (SMC)
contribute to establish hypertrophy observed in adults (Thorin-Trescases et al., 2001).
Pathological vascular remodeling associated with SMC hyperplasia is less readily
reversible than remodeling associated with increased protein accumulation or cellular
rearrangement around a smaller lumen. In recent years, SMC deletion by apoptosis has
emerged as a mechanism by which vessels can control their mass in response to drugs or

changes in hemodynamic influences (reviewed in (deBlois et al, 2005; Gurbanov &
Shiliang, 2006).

Studies in SHR showing an association between increased aortic SMC apoptosis
and reversal of aortic hypertrophy in SHR treated with anti-hypertensive drugs shed a new
light on the mechanisms of vascular remodeling (deBlois et al., 1997; deBlois et al., 2005;
Tea et al., 2000). A causal link between apoptosis and pharmacological reversal of vascular
hypertrophy was suggested by the observation that only anti-hypertensive drug classes able
to induce SMC apoptosis are also able to induce regression of hypertrophy in the aorta in
vivo (deBlois et al., 1997), This hypothesis was later confirmed in SHR receiving a pan-
caspase inhibitor in combination with the angiotensin II type 1 receptor (AT);) antagonist
losartan (Marchand et al., 2003). In this study, caspase inhibition prevented the early phase
of hypertrophy regression in the aorta. The kinetics and mechanisms involved during
initiation of SMC apoptosis with AT, receptor antagonists and with angiotensin converting
enzyme inhibitors are becoming clearer (Duguay et al., 2004; Marchand et al., 2003; Tea et
al., 2000). However, the mechanisms by which calcium channel blockers regulate SMC in
vivo remain largely undefined. Studies have shown that nifedipine induces SMC apoptosis
in vivo (SHR) (deBlois et al., 1997) and in vitro in aortic cells derived from SHR (Stead et
al., 2000) and that long term treatment with amlodipine increases SMC susceptibility to
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apoptosis in the SHR aorta (Sharifi & Schiffrin, 1998). Moreover, amlodipine can induce
apoptosis in leukemia multidrug-resistant cells via a caspase-8-dependant pathway (Li et
al., 2006a). In the current investigation, we sought to define the time-course and molecular
mechanisms of amlodipine-induced SMC apoptosis during aortic remodeling induced by
amlodipine. Key enzymes regulating cell fate were examined, including the death-
associated enzymes caspases-3, -8 and -9 (Lavrik et al., 2005), members of the mitogen
activated protein (MAP) kinases family (Pearson et al., 2001), the pro-survival serine-
threonine kinase Akt and the lipid phosphatase PTEN, involved in the metabolism of the
Akt activator phosphatidylinositol (3,4,5) triphosphate (Datta et al., 1999). By implicating
Akt inhibition and caspase-8 activation but not MAP kinases regulation as early events
leading to SMC apoptosis, our current results provide insights about the molecular
mechanisms underlying initiation of vascular remodeling during amlodipine treatment of

hypertension.

3.3.3 Methods
Animal procedures

Male SHR (n=116) were purchased from Charles-River (St-Constant, Canada) and
housed for 1 week before initiation of the protocol. 11 week-old SHR (n=6 to 20 per group)
were sacrificed after 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 14 and 28 days of treatment with the
calcium channel blocker amlodipine (20 mg kg™ day™) in the drinking water. Food and
water were administered ad libitum and animals were maintained under a 12-hour
light/dark cycle. Body weight and water consumption were measured daily during the first
week of treatment and three times a week for the remainder of the treatment, and the
concentration of amlodipine in the drinking water was adjusted accordingly to ensure
constant dosage of amlodipine. Systolic blood pressure and heart rate were measured by
tail-cuff plethysmography in a subset of conscious, restrained SHR throughout amlodipine
treatment (at days 0, 1, 2, 4, 6, 8, 12 and 25). At the time of sacrifice, rats were anesthetized
with a single subcutaneous injection of ketamine (80 mg kg™), xylazine (4 mg kg) and
acepromazine (2 mg kg'). To evaluate DNA synthesis in vivo, rats were injected
intravenously with [°H]-thymidine (0.5 mCi kg™) 1.5 hour before death and an intravenous

injection of CdCl; (100 mmol I'") was used to induce diastolic cardiac arrest. The thoracic
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aorta was isolated, cleaned of blood and adventitial fat and weighed. A 3 mm-long ring was
cut between the third and fourth intercostal arteries. The aortic rings were then fixed in 4%
paraformaldehyde, processed according to routine histological procedures, paraffin-
embedded and used for morphometric measurements. The endothelium was removed from
the rest of the vessel, starting right after the aortic arch. The denuded vessel was
immediately frozen in liquid nitrogen and later pulverized in liquid nitrogen using a mortar
and pestle and stored at -80°C until analysis. All animal manipulations were conducted

according to institutional guidelines.

Hypertrophy and cell number measurements

The aortic medial cross-sectional area (CSA) was evaluated in 3 pm-thick,
hematoxylin-phloxin-safran (HPS)-stained sections of aorta. Photomicrographs were taken
at 40X magnification, digitized, and analyzed using the NIH Image 1.62 program
(developed at the National Institute of Health; http://rsb.info.nih.gov/nih-image/). The
three-dimensional disector method was used to measure smooth muscle cell number per
unit of length. Photomicrographs of three consecutive 3 pm-thick HPS-stained aortic
sections were taken at 400X magnification and analyzed as previously described (deBlois et
al., 1997). In a subset of rats sacrificed at days 0, 7 and 14, one aliquot of the powdered
aorta was weighed and total tissue DNA was extracted by the phenol and chloroform
procedure, following digestion steps with proteinase K and RNAse A in the presence of
EDTA (Teiger et al., 1996). DNA concentration (ug of DNA per mm of aorta) was
determined by spectrophotometry. DNA content per mg of extracted tissue was multiplied
by the weight of the aorta and then normalized for the length of the isolated aorta. In vivo
DNA synthesis in the aorta was quantified by evaluating [3 H]-thymidine incorporated into
DNA 1.5 hour before diastolic cardiac arrest, using the extracted DNA.

Detection of apoptotis

The degree of internucleosomal DNA fragmentation in the aortic media was
quantified by radiolabeling DNA on free 3’0OH ends using terminal deoxynucleotidyl
transferase and [*2P]-dCTP, as previously described (Duguay et al., 2004). The slope of the
linear regression of radioactivity associated with 150 to 1500 bp DNA fragments plotted
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against the amount of DNA loaded on the gel (0.05, 0.1, 0.2 and 0.4 pg) was defined as the
"DNA fragmentation index" (arbitrary units per pg DNA). In order to get a more precise
evaluation of the number of apoptotic cells, SMC nuclei showing evidence of
internucleosomal DNA fragmentation were detected using the in situ oligonucleotide
ligation (ISOL) assay as described by the manufacturer, with minor modifications. Briefly,
5-um sections of paraffin-embedded aorta were deparaffinized and rehydrated, followed by
a pre-treatment with proteinase K (50 pg ml™). Sections were then incubated with the
equilibration buffer before ligation of the biotinylated "oligonucleotide A" with T4 DNA
ligase for 19 hours at 18°C. Sections were then incubated with streptavidin-Alexa Fluor®
488 (25 pg ml™) and propidium-iodide (5 nmol 1) was used to stain all nuclei with red
fluorescence. Slides for positive controls were pre-treated with DNAse 1 (200 ug ml™, 10
min) and negative controls had water instead of DNA ligase. Every ISOL-positive SMC
nuclei (in green) per cross-section were counted using fluorescence microscopy. As
described by Didenko et al (Didenko et al., 1999), this method labels only DNA presenting

double-stranded breaks with single-base 3’ overhangs and is thus more specific to apoptosis
than the TUNEL assay.

Immunoblot

In rats sacrificed between days 0 and 6, proteins were extracted from the powdered
aorta and used for western blot analysis as previously described (DerSarkissian S. et al.,
2003), with minor modifications. Briefly, aliquots containing 25 pg of extracted aortic
proteins were loaded onto 10 or 15% sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel and
transferred to Hybond-C membrane after electrophoresis. For caspase expression analysis,
antibodies recognizing both the cleaved and the pro-form of the enzymes were used.
Membranes were hybridized with antibodies directed against caspase-3 (235412;
Calbiochem, 1:2000), caspase-8 (D-8; Santa Cruz, 1:1000) or caspase-9 (9506; Cell
Signaling, 1:500), followed by incubation with the appropriate horseradish peroxidase-
conjugated secondary antibody (Jackson). Membranes were then incubated with ECL Plus,
exposed to film and developed. A similar procedure was used to evaluate Akt
phosphorylation (4051; Cell Signaling, 1:4000), total Akt (9272; Cell Signaling, 1:5000),
PTEN phosphorylation (9554; Cell Signaling, 1:1000), total PTEN (9556; Cell Signaling,
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1:2000), extracellular signal-regulated kinase 1/2 (ERK 1/2) phosphorylation (9101; Cell
Signaling, 1:4000), total ERK 1/2 (9102; Cell Signaling, 1:1000), p38 MAP kinase (p38)
phosphorylation (4631; Cell Signaling, 1:2000), total p38 (9212; Cell Signaling, 1:1000),
c-Jun N-terminal kinase (JNK) phosphorylation (9251; Cell Signaling, 1:500) and total
JNK (9252; Cell Signaling, 1:3000).

Statistical analysis

Analysis of variance followed by Dunnett’s multiple comparisons test was applied
for all data. Values are presented as mean + standard error of the mean (SEM) and p<0.05

was considered statistically significant.

Drugs, chemical reagents and other materials

Amlodipine was a gift of Pfizer Canada. Ketamine was from Bioniche Animal
Health Canada (Ontario, Canada), xylazine was from Bayer (Ontario, Canada) and
acepromazine was from Ayerst (Ontario, Canada). [’H]-thymidine and propidium iodide
were from MP Biomedicals (CA, U.S.A.). The ISOL kit was purchased from Chemicon
(CA, U.S.A)) and streptavidin-Alexa Fluor® 488 was from Invitrogen (Ontario, Canada).
[32P]-dCTP, Hybond-C membrane and ECL Plus were purchased from GE healtcare Bio-

Sciences (Quebec, Canada). All other chemicals were purchased from Sigma-Aldrich

Canada.

3.3.4 Results

Pre-treatment body weight was 276+4g and after a small decrease (-6%) at day 1, it
increased throughout treatment to reach 308+12g at day 28. Water intake dropped at day 1
(-45%), returned to basal value at day 2 and remained unchanged afterwards. All rats were
hypertensive before initiation of therapy, with a systolic blood pressure of 185+2 mmHg
(n=24; Table 1). A reduction of 42+5 mmHg was observed at day 1 and systolic blood
pressure stabilized at 148+2 mm Hg after 25 days. Heart rate was significantly increased at

day 2 only (409411 bpm compared to 371+6 at day 0, p<0.01).
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Aortic cross-sectional area, indicative of vessel hypertrophy, was rapidly reduced by
amlodipine, reaching significance at day 5 (Fig. 1A). During the 28 days of treatment, the
greatest reduction of the aortic hypertrophy occurred between days 0 and 5 (-8.2+2.4%),

with minor modifications occurring between days 5 and 28 (cumulative reduction of
12.942.7%).

As a first evaluation of cell population dynamics during the experimental period,
DNA content, synthesis and fragmentation in the aorta were evaluated in a subset of SHR at
days 0, 7 and 14 of amlodipine treatment. The reduction of aortic DNA content (-34+11%,
p<0.05 vs. day 0) and DNA synthesis (-52+6%, p<0.01 vs. day 0) were maximal at day 7,
while DNA fragmentation, indicative of apoptosis, was significantly increased at days 7
and 14 (Table 2). Change in cell number was evaluated by the three-dimensional disector
method in order to confirm and better define the kinetics of aortic SMC deletion with
amlodipine. In agreement with the DNA content values, cell number in the aortic media
was reduced within the first week of amlodipine treatment (Fig 1B). The most drastic
deletion of SMC nuclei occurred between days 2 (+3.4+4.7% vs day 0) and 4 (-18.5£3.5%
vs day 0).

Since the structural changes initiated by amlodipine mostly occurred during the first
week of treatment, apoptosis induction and the regulation of cell death / cell growth
mediators was studied during this period. SMC nuclei with fragmented DNA, a hallmark of
apoptosis, were detected in situ in the aortic media by the ISOL method. This technique
specifically labels nuclei with double-stranded DNA breaks presenting single-base 3’
overhangs that are generated only during DNA fragmentation associated with apoptosis.
Amlodipine induced a transient increase of ISOL-positive nuclei in the aorta, in temporal
correlation with the kinetics of cell number reduction, with a significant peak between days
2 and 4 (Fig 2). Next, the activation of apoptosis regulators was studied in the aorta of SHR
treated with amlodipine. Caspases expression and activation were evaluated with antibodies
detecting both pro- and cleaved forms of the enzymes. Initiator caspases (caspase-8 and -9)

were significantly activated by amlodipine at days 2 and 3, respectively (Fig. 3A-B). The
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ratio of cleaved caspase-8 over its pro-form increased by 2.7 fold at day 2 only (p<0.01 vs
day 0), while the ratio of cleaved caspase-9 over its pro-form increased by 3.1 fold at day 3
only (p<0.05 vs day 0). The ratio of the cleaved form of the effector caspase-3 over its pro-
form was significantly increased by amlodipine at days 3 and 4 (1.7 fold, p<0.05 vs day 0,
Fig. 3C). Cleaved caspase-3 and -9 were also normalized over B-actin and this analysis

showed similar results as the cleaved to pro-form ratios (not shown).

We then analyzed the regulation of Akt, one of the most important survival signals
in SMC. Akt phosphorylation (ratio over total Akt) was significantly and transiently
reduced for 3 days only starting at 1 day after initiation of treatment with amlodipine (-
51.5+7.1% vs. day 0, p<0.01, Fig. 4A). In order to examine whether activation of PTEN is
implicated in the inhibition of Akt activation, the ratio of total PTEN (including the non-
phosphorylated active form) over phosphorylated (inactive) PTEN was measured.
Treatment resulted in a trend toward an increase in response, although the change did not
reach statistical significance (Fig. 4B). Members from the three families of MAP kinases
showed differential regulation during the period of SMC apoptosis induction. p38
phosphorylation (ratio over total p38) was reduced by amlodipine only when apoptosis of
SMC peaked, at day 3 (-45.8+8.8%, p<0.01, Fig. 5A). In contrast, ERK 1/2
phosphorylation was significantly reduced in a sustained manner starting at day 3 (overall
inhibition: 39.8+10.8% vs. day 0, Fig. 5B) while JNK phosphorylation was significantly

reduced in a sustained manner starting at day 4 (overall inhibition: 65.3+10.7% vs. day 0,
Fig. 5C).

3.3.5 Discussion

Despite their extensive use in treating cardiovascular diseases for more than two
decades, mechanisms of vascular hypertrophy regression with calcium channel blockers
remain incompletely defined and may include pleiotropic effects beyond the inhibition of
SMC contraction (Mason et al., 2003; Nissen et al., 2004). Based on multiple criteria, we
showed that amlodipine can induce therapeutic vascular SMC apoptosis ir vivo. This effect
lead to the normalization of SMC number down to levels seen in normotensive rats

(Duguay et al 2004). The high-resolution time-course revealed that SMC apoptosis was



196
rapid and massive (~25% of cell deletion at 5 days). A key observation is that SMC
apoptosis closely preceded the significant regression of aortic hypertrophy. The earliest
event recorded was the reduction of Akt phosphorylation from day 1 to day 3, prior to
caspase activation, associating apoptosis induction with reduced survival signals. The
significant reduction in Akt phosphorylation was accompanied by a non-significant trend
toward activation of the lipid phosphatase PTEN, suggesting that alternative mechanisms
may also contribute (e.g. reduced phosphatidylinositol-3 kinase activity). Our results
suggest that caspase-8 was the sole death enzyme activated at day 2, suggesting that
apoptosis was triggered via the extrinsic death receptor pathway (Jin & El-Deiry, 2005).
Consistent with these findings, amlodipine can induce apoptosis in leukemia multidrug
resistant HL-60 cells (although at high concentrations) by a caspase-8-dependent
mechanism (Li et al., 2006a). Moreover, angiotensin II-induced apoptosis of nonquiescent
SMC is mediated by reduced Akt phosphorylation and caspase-8 activation (Li et al.,
2006b). A growing body of evidence suggest that inhibition of Akt decreases expression of
the caspase-8 homologue FLICE-inhibitory protein (FLIP), notably in human tumor cells
(Panka et al., 2001) and endothelial cells (Skurk et al., 2004). FLIP, which functions as a
caspase-8 dominant negative, is expressed in arterial SMC where it can inhibit death
receptor-induced apoptosis (Imanishi et al., 2000; Wang et al., 2002). Thus, the down-
regulation of FLIP following Akt inhibition may be permissive for caspase-8 activation.
Suppression of Akt signaling induces Fas ligand expression and stimulates caspase activity
and apoptosis in cultured SMC (Suhara et al., 2002). This effect is dependent on JNK
signaling, consistent with the pro-apoptotic influence of this MAP kinase pathway in most
systems (Lin, 2003). In the present study, it is noteworthy that JNK activity did not
decrease until after the transient wave of SMC apoptosis. Thus, the Fas receptor is a
candidate pathway for caspase-8 activation and SMC apoptosis in our model. The late
activation of caspase-9 and caspase-3 suggests caspase-8-mediated recruitment of the
intrinsic mitochondrial pathway, possibly at the level of Bid cleavage by caspase-8 (Luo et
al., 1998) and leading to amplification of the death signal. It is intriguing to speculate that
the downregulation of pro-apoptotic JNK signaling, along with the restoration of pro-
survival Akt signaling, played a role in the termination of SMC apoptosis around day 4-5 of
amlodipine treatment. These candidate mechanisms of SMC apoptosis initiation and

termination with amlodipine are illustrated on figure 6.
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A significant finding of our time course study is that reduced signaling via ERK 1/2
and p38 occurred after, and therefore was not involved in, apoptosis initiation. SMC growth
is dependent on activation of both the ERK 1/2 and p38 (Touyz & Schiffrin, 2000). ERK
1/2 and p38 activities are increased in the aorta of SHR (Kubo et al., 2002; Umemoto et al.,
2006) and these are reduced by long term treatment with amlodipine (Umemoto et al.,
2006). The fact that p38 was not inhibited in a sustained manner by amlodipine is probably
due to the short treatment period (6 days). The transient inhibition of p38 synchronized
with peak apoptosis activity is intriguing and may be related to the massive production of
apoptotic bodies. Apoptotic bodies have been shown to modulate MAP kinases activity in
macrophages, where they cause the inhibition of ERK 1/2 and activation of p38 and JNK

(Patel et al., 2006; Reddy et al., 2002). Whether these effects are cell type specific is
unknown.

Since aortic hypertrophy regression reached significance after the massive deletion
of cells, we propose that apoptosis played a causative role in hypertrophy reversal.
Accordingly, we previously showed that co-administration of a pan-caspase inhibitor with
losartan prevents both apoptosis induction and aortic mass regression (Marchand et al.,
2003). Amlodipine also reduced in vivo DNA synthesis in a sustained manner, further
contributing to reduce cell number by blunting proliferation. Possible mechanisms of
growth inhibition include the modulation of SMC phenotype (Lai ef al., 2002; Umemoto et
al., 2006), the inhibition of growth factors (Lai et al., 2002) or MAP kinases activity (Yin
et al., 2005; Zhang et al., 2000), and the activation of growth suppressors such as
p21/WAF1 (Ziesche et al., 2004). The transient nature of apoptosis was highlighted by the
short duration of caspases activation and the absence of further cell number reduction after
the initial peak. Despite this, DNA fragmentation remained increased after the termination
of caspase activation, possibly due to remaining apoptotic bodies as evidenced by small
structures showing DNA fragmentation at day 5 (Fig. 2A), i.e. more than 48 hours after
massive apoptosis termination. Remnant DNA fragmentation and increased Bax to Bcl-2
protein expression ratio have been observed in the SHR aorta after twelve weeks of
amlodipine treatment (Sharifi & Schiffrin, 1998). Interestingly, a recent study showed that

in normal (but not atherosclerotic) mouse arteries undergoing massive SMC apoptosis in
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response to diphtheria toxin, surviving SMC can effectively clear apoptotic bodies without
significant inflammatory cell infiltration (Clarke et al., 2006). The same study revealed that
contractile responses to receptor-dependent and -independent agonists were unaffected in
vessels with more than 50% SMC deletion after 4 weeks of diphtheria toxin administration
(Clarke et al., 2006). These data suggest that, in the long-term, arteries can compensate for
SMC loss, possibly through the development of cellular hypertrophy. In the short term,
SMC deletion may reduce passive and active tension in arteries undergoing remodeling.
The SHR model is remarkable in that apoptosis of up to 30% of SMC is induced in
response to drugs that are routinely used in the clinic (deBlois et al., 1997). The rapidity
and extent of SMC deletion in amlodipine-treated rats are reminiscent of what is seen in
losartan-treated rats and in enalapril-treated rats (deBlois et al., 1997; Marchand et al.,
2003; Duguay et al., unpublished observations), in which 30% SMC deletion also occurs
within a time window of less than 2-3 days. Thus, to our knowledge this model shows one
of the largest synchronized induction of cell death by apoptosis in vivo. This feature is
possibly related to the enhanced rates of SMC growth and polyploidy development in SHR
(reviewed in deBlois et al., 2005). Consistent with this, SMC engaged in the cell cycle

show an increased susceptibility to apoptosis induction (Bennett ef al., 1994).

As a limitation to the present study, we cannot exclude pressure-dependent
mechanisms to explain the effects of amlodipine, particularly the sustained changes
(inhibition of ERK 1/2 and JNK and DNA synthesis). It is unlikely, however, that the
transient modulations were secondary to blood pressure reduction, including the inhibition
of Akt and p38 and the induction of caspase-dependent cell death. Moreover, we previously
reported that a similar reduction in blood pressure with hydralazine did not result in SMC

apoptosis nor correction of vascular hypertrophy or hyperplasia in SHR (deBlois er al.,
1997).

In summary, we report that onset of aortic hypertrophy regression with amlodipine
in SHR immediately followed the loss of ~25% of medial SMC via apoptosis. Mechanisms
of SMC death induction by amlodipine include the reduction of Akt-associated survival

signaling and the activation of the extrinsic caspase-8-associated apoptotic pathway. If
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confirmed in humans, these conclusions may help develop better interventions to control

vascular structure and reduce complications associated with hypertension.
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3.3.7 Figure legends, figures and tables

Figure 1: Line graphs showing (a) the reduced aortic cross-sectional area after 5
days of treatment with amlodipine and (b) the reduced aortic SMC number after 3 days of
treatment with amlodipine. * Significantly different (P<0.05) from day 0. N=20 (day 0),
N=8 (days 1, 7 and 14), N=14 (day 2), N=10 (day 3), N=12 (day 4 and 6) and N=6 (days 5,
8, 10 and 28).

Figure 2: (a) Representative photomicrographs showing the increased number of
aortic ISOL-positive (apoptotic) complete nuclei at day 3 and smaller fragments at day 5.
(b) Bar graph of all ISOL-positive nuclei present on aortic sections of rats sacrificed during
one week of treatment with amlodipine. * Significantly different (P<0.05) from day 0. N=7
(days 0 and 2), N=6 (days 1, 3 and 5) and N=8 (days 4 and 6).

Figure 3: Bar graphs showing the aortic expression of cleaved caspases in response

to amlodipine. (a) Cleaved caspase-8 was increased at day 2 only. (b) Cleaved caspase-9
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was increased at day 3 only. (¢) Cleaved caspase-3 was increased at days 3 and 4. *
Significantly different (P<0.05) from day 0. Insets show the representative expression of
the cleaved form of each caspases studied. N = 6 per group for caspase-8. N=11 (days 0, 1,
4 and 6), N=12 (day 2), N=10 (day 3) and N= 6 (day 5) for caspase-3 and -9.

Figure 4: Bar graphs showing (a) the reduced phosphorylation level of Akt from
days 1 to 3 and (b) the trend toward an increased PTEN / phospho-PTEN expression ratio
from days 1 to 6. * Significantly different (P<0.05) from day 0. Insets show the
representative expression of the phosphorylated form and the total form of both Akt and
PTEN. N=6 (days 0, 4, 5 and 6), N=9 (days 1 and 3) and N=7 (day 2) for both Akt and
PTEN.

Figure 5: Bar graphs showing (a) the reduced phosphorylation level of p38 at day 3
only and (b and ¢) the reduced phosphorylation level of ERK 1/2 from days 3 to 6 and of
JNK from days 4 to 6. * Significantly different (P<0.05) from day 0. Insets show the
representative expression of the phosphorylated form and the total form of each protein. For
p38, N=14 (days 0, 1 and 4), N=15 (day 2), 13 (days 3 and 6) and N=8 (day 5). For ERK
1/2 and JNK, N=12 (day 0), N=11 (days 1, 2 and 6), N=9 (days 3 and 4) and N=6 (day 5).

Figure 6: Working hypothesis for amlodipine-induced aortic SMC apoptosis in
SHR. The data suggests that amlodipine inhibition of Akt phosphorylation leads to the
early activation of caspase-8 followed by caspase-9 and -3 activation. Based on findings in
other systems (see discussion), putative pathways for apoptosis induction follwing
attenuation of Akt include activation of the pro-death receptor Fas and down-regulation of
the caspase-8 inhibitor FLIP in the arterial wall. Sustained elevation of JNK early during
amlodipine treatment may contribute to Fas signaling and death. Late inhibition of JNK and

restoration of Akt signaling may contribute to the termination of SMC apoptotis.
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Days of amlodipine treatment

0 7 14
(n=4) (n=4) (n=4)
DNA content
1.31+0.09 0.86+0.15* 0.92+0.11*
(pg/ mm)
DNA synthesis
500+40 240+31% 215+44*
(CPM / 100pg DNA)
DNA fragmentation index
4.77+0.92 8.06+.86* 9.45+1.31*

(arbitrary units / ug DNA)

Table 2. Aortic DNA content, synthesis and fragmentation of SHR treated with
amlodipine.

Values are mean + SEM.
* Significantly different (P<0.05) from untreated SHR (day 0)
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3.4.1 Summary

A transient induction of apoptosis accompanies the normalization of left ventricular
mass index in spontaneously hypertensive rats (SHR) treated with dihydropyridine calcium
channel blockers. However, the cell type undergoing apoptosis in this model and the
temporal correlation with onset cardiac remodeling remain undefined. SHR were treated
either with vehicle or amlodipine (20 mg/kg/d) for 4, 7, 10, 14 or 28 days. Amlodipine
stably reduced systolic blood pressure by day 2 (-26+2%) and stably reduced the left
ventricular concentration of ANP mRNA by ~50% as early as day 4 suggesting the early
reduction of cardiomyocyte stress. Left ventricular mass index was significantly reduced by
day 7 (-4.6£1.5%), in coordination with reduced DNA content (-23+2%) and non-
cardiomyocyte number (-17+4%). However, the cardiomyocyte cross-sectional area was
reduced only starting from day 14. Caspase-3 cleavage was significantly increased at day 7
only. Ultimately, amlodipine for 28 days induced a slight increase in capillary density
without affecting total cardiomyocyte number, while reducing total number of non-
cardiomyocytes down to levels seen in untreated normotensive Wistar-Kyoto rats. Bax to
Bcl-2 protein ratios were increased from day 7 to day 28. In situ double labeling by the
TUNEL method (apoptosis) combined with TRITC-labeled lectin binding (endothelial cell
marker) revealed a significant increase (>3 fold) in TUNEL-positive, lectin-negative non-
cardiomyocytes in the interstitium between days 7 and 14. Thus, left ventricular remodeling
induced by amlodipine in SHR involves selective deletion of excess fibroblasts via

apoptosis prior to cardiomyocyte mass reduction, but after attenuation of ANP gene

expression.

Keywords: Hypertension; Hypertrophy / hyperplasia; Calcium channel blockers;
Apoptosis; Interstitial fibroblasts.
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3.4.2 Introduction

Left ventricular hypertrophy (LVH, defined as an increased organ mass index, i.e.
normalized for body weight) and fibroblast hyperplasia are observed in established stages
of hypertension [1, 2]. In a genetic model of primary hypertension, the spontaneously
hypertensive rat (SHR), dysregulation of cell proliferation and death contributes to
increased cardiac mass and DNA content [3-6]. Cardiac remodeling leading to regression of
hypertrophy can be induced by several classes of anti-hypertensive drugs, excluding

vasodilators like hydralazine [7, 8].

Normalization of cardiac mass index by the angiotensin II type 1 (AT)) receptor
antagonist valsartan, or by the angiotensin I-converting enzyme inhibitor enalapril, is
marked by a transient increase in cardiac fibroblast apoptosis [1, 7]. As recently reviewed
[9], cardiac fibroblasts are a source of paracrine growth factors for cardiomyocytes,
including endothelin-1 [10], transforming growth factor B (TGF-B) [10] and basic fibroblast
growth factor (bFGF) [11]. For instance, the inability of bFGF knock-out mice to develop
LVH in response to renovascular hypertension has been attributed to a defective paracrine
stimulation of cardiomyocyte growth by fibroblasts [11]. We also reported a transient
increase of apoptosis during regression of LVH in SHR treated with nifedipine [7],
although it had not been determined which particular cell type(s) undergo apoptosis.

Calcium channel blockers display cardiac anti-hypertrophic properties in several
models of hypertension [12-16], although the mechanisms underlying these effects have not
been entirely elucidated. Long term treatment of SHR with amlodipine prevents
cardiomyocyte hypertrophy, cardiac fibrosis and LVH development [17, 18]. Furthermore,
echocardiographic studies in patients with essential hypertension [19] and in SHR [20]
confirmed that long-term amlodipine treatment induces the regression of left ventricular
mass index. To further analyze the mechanisms by which dihydropyridine calcium channel
blockers mediate cardiac remodeling, we examined whether amlodipine induces cardiac
apoptosis in SHR, which cell type(s) are involved, and the time course of cell deletion

relative to the reduction of cardiomyocyte size in different regions of the left ventricle.
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3.4.3 Methods

Animal procedures

Male SHR (n=57) were purchased from Charles-River (St-Constant, Canada) and
housed for 1 week before initiation of drug treatment at 11 weeks of age. SHR (n=6 to 8 per
group) were treated for 4, 7, 10, 14 and 28 days with the calcium channel blocker
amlodipine (20 mg/kg/day; gift of Pfizer Canada) in the drinking water. Age-matched
Wystar-Kyoto rats (WKY, sacrificed at day 0, n=6) and SHR (sacrificed at days 0 (n=14)
and 28 (n=9)) receiving vehicle were used as controls for analysis of cardiac remodeling.
Food and water were administered ad libitum. Mean arterial blood pressure and heart rate
were determined by tail-cuff plethysmography in a subset of conscious, restrained SHR
throughout amlodipine treatment and in age-matched control SHR. At sacrifice, rats were
anesthetized with a single subcutaneous injection of ketamine (80 mg/kg; Ayerst, Montreal,
Canada), xylazine (4 mg/kg; Bayer, Etobicoke, Canada) and acepromazine (2 mg/kg;
Ayerst, Montreal, Canada) and were killed by an intravenous injection of 1 ml CdCl, (100
mmol/L) to induce diastolic cardiac arrest. Cardiac ventricles were isolated, separated and
weighed. The left and right ventricle weight to body weight ratio were evaluated separately.
An equatorial cross-section from the left ventricle was fixed in 4% paraformaldehyde and
processed according to routine histological procedures, paraffin-embedded and cut into 5
um sections. The investigation conforms with the Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals published by the US National Institutes of Health (NIH Publication NO. 85-23,
revised 1996). The left and right ventricles were pulverized in liquid nitrogen using a
mortar and pestle and stored at -80°C. One aliquot was weighed and was extracted as
previously described for measurement of total tissue DNA [21]. DNA concentration was
determined by spectrophotometry and DNA content per ventricle was normalized for body
weight. In another aliquot, tissue hydroxyproline (HOP) content was determined by the
method of acid hydrolysis [22]. Briefly, powdered left ventricles were weighted and dried
at 65°C overnight. Concentrated HC1 was added to hydrolyse the samples at 110°C for 36
hours and 50pul of the hydrolysate was evaporated and dissolved in 1 ml of water. HOP
oxidation, in a borate buffered solution, was performed by adding 0.3 ml ChloramineT for
20 minutes followed by addition of sodium thiosulfate to stop the reaction and potassium
chloride to saturate all tubes. The tubes were then heated in boiling water for 20 minutes,

followed by toluene extraction and centrifugation. Ehrlich’s reagent was then added to 1.0
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mL of the supernatant and the colorimetric reaction was analysed by reading absorbance at
565 nm 30 minutes later. A third aliquot of ~100 mg of pulverized tissue was used for total
RNA extraction, and 10 pg of total RNA from each sample were used to quantitate ANP
mRNA by Northern blot analysis, as described previously [23].

Expression of apoptosis-regulatory proteins and bFGF

The level of expression of various proteins in the left ventricle was examined by
western blot as previously described [1], with minor modifications. Briefly, aliquots
containing 50 pg of extracted proteins were loaded onto 15% sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel and transferred to Hybond-C membrane after electrophoresis.
Membranes were hybridized with anti-basic fibroblast growth factor (bFGF, 1:200, Santa
Cruz Biotech, Santa Cruz, CA), anti-Bcl-2, anti-Bax or anti-caspase-3 antibodies (all at
1:500; Santa Cruz Biotech, Santa Cruz, CA), followed by incubation with goat anti-rabbit
(for bFGF and caspase-3, 1:2000, Santa Cruz Biotech, Santa Cruz, CA) or goat anti-mouse
(for Bax and Bcl-2, 1:10000, Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA) horseradish

peroxidase-conjugated secondary antibodies.

Morphometric analysis of the left ventricle

Cross-sectional area (CSA) of cardiomyocytes was measured in the sub-epicardium
and sub-endocardium (~25 cardiomyocytes measured in each pictures and 3 pictures per
region, for a total of ~150 cardiomyocytes measured in each left ventricle) as previously
described [1]. Density of cardiomyocytes in three sub-regions and total number of
cardiomyocytes within the left ventricle were assessed stereologically as per Anversa [24]
in hematoxylin-phloxin-safran (HPS)-stained sections. A similar procedure was used to

calculate non-cardiomyocyte density and total number as we previously reported [1].

In situ determination of apoptotic cell type

To examine endothelial cells in the left ventricle, capillary density was assessed by
lectin binding [1] in untreated SHR and after 14 and 28 days of amlodipine treatment. 5 um
thick sections were deparaffinized and incubated for 1 hour at 37°C with 100 pg/mL
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TRITC-labeled lectin BS-1 (Bandeiraea simplicifolia) before photomicrographs from the
left-ventricle subepicardium and subendocardium were taken at a magnification of x400.
Results were expressed as number of capillaries/cardiomyocyte. Quantification of apoptotic
nuclei using in situ terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP-biotin nick end
labeling (TUNEL) was done as previously described [1] with AMCA as the fluorochrome.
In a duplicate set of sections, TUNEL labeling was used in cunjonction with lectin binding.

Appropriate filters were used to quantify labeled cells by fluorescence microscopy.

Immunohistochemistry staining for macrophages/monocytes

To examine the presence of inflammatory cells in the left ventricle of SHR during
amlodipine treatment, every ED-1 positive cells in the whole section was counted at 400X
magnification [25, 26]. 5 um thick sections were deparaffinized and incubated overnight at
4°C with a mouse monoclonal antibody against rat ED-1 found on the surface of
monocytes/macrophages (1:500, Serotec, Raleigh, NC). The slides were then incubated for
1 hour at room temperature with biotinylated goat anti-mouse secondary antibody (1:200,
DakoCytomation, Mississauga, Canada). A streptavidin-horseradish peroxidase system
with the substrate 3°, 3’-diaminobenzidine was used to develop the stain. The slides were
then lightly counterstained with hematoxylin. Appropriate negative controls were

performed by omitting the primary antibody.

Statistical analysis

Data were analyzed by analysis of variance and unpaired Student’s ¢ test with
Bonferroni correction for multiple comparisons when appropriate. Values are presented as
mean + standard error of the mean (SEM) and p<0.05 was considered statistically

significant.

3.4.4 Results

As shown in Figure 1, SHR used in this study were hypertensive before initiation of

treatment and blood pressure continued to rise in absence of amlodipine. The
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antihypertensive effect of amlodipine was significant starting from day 2 (p<0.001) and
blood pressure did not decrease further thereafter. Heart rate was transiently increased with

amlodipine at day 2 only (p<0.001) and back to control level by day 4.

Kinetics of LVH regression

The left ventricular mass index in SHR at day 0 was significantly higher than in
age-matched WKY rats, but it was similar between untreated SHR at days 0 and 28 (Fig.
2A). With amlodipine, LVH was significantly reduced in SHR starting from day 7 of
therapy (-4.6+£1.5%, p=0.008, Fig. 2A), bringing the value of left ventricular mass index
half-way between those of untreated SHR (day 0) and normotensive WKY rats. At the end
of the treatment (28 days), left ventricular mass index reduction with amlodipine reached
9.2+1.1%. Furthermore, amlodipine prevented the increase of left ventricular mass
observed in age-matched SHR sacrificed at day 28 (Table 1). In contrast to the early
reduction of LVH, left ventricular cardiomyocyte CSA was not modified significantly
during the first 10 days of amlodipine therapy. CSA of cardiomyocytes in the sub-
epicardium was significantly reduced by 16+3% starting from day 14 (p=0.008, Fig. 2C),
whereas CSA of cardiomyocytes in the sub-endocardium was significantly reduced by
144+3% (p=0.013) only after 28 days (Fig. 2C). As compared to pretreatment values in
SHR, the levels of left ventricular ANP mRNA were significantly reduced at all times
studied during amlodipine treatment. The significant decrease in ANP mRNA in SHR was
maximal as early as 4 days of amlodipine, suggesting that it is related to treatment rather
than to older age. Collagen content was significantly higher in untreated SHR when
compared to WKY rats and remained statistically different after 4 and 7 days, but not after
10, 14 and 28 days of amlodipine therapy (Table 1). However, this effect of amlodipine was
marginal as collagen content was not reduced significantly by treatment when compared
with day 0 SHR. In contrast to the left ventricle, right ventricular mass index was not
affected by amlodipine (Fig. 2B). The absolute right ventricular mass remained unchanged
in the 28 days age-matched untreated controls, while it was significantly increased by 10
days (p<0.001) of amlodipine treatment, normalizing the relative LV / RV mass (Table 1).
This occurred without significant changes in right ventricular DNA content after 28 days of

amlodipine treatment (as compared to day 0: 1.12+0.05 pg/g of body weight).
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Kinetics of apoptosis induction

We next tested the hypothesis that reduced LVH at day 7 correlated with apoptosis
induction. Expression of the pro-apoptotic protein Bax relative to the anti-apoptotic protein
Bcl-2 was increased between days 7 and 28 (p<0.005, Fig. 3A), suggesting an increased
susceptibility to apoptosis. When taken separately, a trend toward increased protein
expression of Bax between days 7 and 28 was observed (average of 1.29+0.08 fold), while
Bcl-2 expression decreased non-significantly by 27+5% at these time-points. Expression of
the active cleaved form of death enzyme caspase-3 was significantly increased at day 7
(p=0.002, Fig. 3B), with no significant change in the abundance of the native uncleaved
form. We next asked whether these changes in the expression of apoptotic regulatory
proteins affected cell number in the left ventricle. There was no change in the density of
cardiomyocyte nuclei in the subepicardium, midmyocardium and subendocardium
throughout the 28 days of treatment as well as in age-matched controls at 28 days (data not
shown). However, amlodipine induced a significant reduction in the density of non-
cardiomyocytes nuclei in the subepicardium starting from day 7 (-19+4%, p<0.001) and in
the midmyocardium and subendocardium starting from day 14 (-18+2%, p<0.001; -21+3%,
p<0.001, respectively), while this density remained unchanged in vehicle-treated SHR
(Table 2). As shown in figure 4A, the left ventricle of vehicle-treated SHR (days 0 and 28)
showed non-cardiomyocyte hyperplasia versus WKY rats. Interestingly, as highlighted in
Table 2, non-cardiomyocyte hyperplasia in control SHR vs WKY rats was more prominent
in the subepicardium (1.77+0.08 fold increase of cell number as compared to 1.18+0.03
fold and 1.35+0.07 fold in midmyocardial and subendocardial areas, respectively).
Moreover, amlodipine treatment reduced by 21+4% the total number of non-
cardiomyocytes in the whole left ventricle between days 4 and 7 (p<0.001), generating a
significant regression of non-cardiomyocyte hyperplasia that reached 32+5% after 28 days,
whereas it did not affect total cardiomyocyte number throughout the experimental period
(Fig. 4A). DNA content in the left ventricle was not changed at day 4, but was reduced by
23+2% by day 7, in correlation with the onset of LVH regression and the reversal of non-
cardiomyocytes hyperplasia (Fig. 4B). After 14 days of therapy, DNA content in the SHR
left ventricle reached the level of control WKY rats, while no further reduction occurred

during the following 14 days.
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Identification of the apoptotic cell type

We next sought to identify which cell type(s) undergo apoptosis. Non-
cardiomyocytes found in the heart are mainly fibroblasts and endothelial cells. As
summarized in figure 5A, in situ TUNEL labeling revealed a significant increase in
TUNEL-positive non-cardiomyocyte nuclei in the left ventricle at 7, 10 and 14 days (>3
fold increase, p<0.001), while the level of TUNEL-positive cardiomyocytes remained low
and unchanged by treatment with amlodipine (0.019+0.004% at day 0). Moreover, the
quantification of lectin-positive cells (endothelial cells) indicated no modification of
capillary density in the left ventricle subepicardium and an increase (p=0.012) in the
subendocardium after 28 days of treatment (Fig. 5B). Consistent with these data, the
increase in TUNEL-positive nuclei occurred in lectin-negative cells, as revealed by double
labeling (Fig. 6). The number of cells positive for the monocyte/macrophage marker ED-1
per cross-section of the left ventricle increased significantly by day 7 (Fig. 5C). After this
peak, the number of ED-1 positive cells fell back to control values. However, the number of
inflammatory cells lost between days 7 and 28 (9/mm?) is well below the number of non-
cardiomyocytes eliminated during the same period (303/mm?). Collectively, these data
suggest that the increase in TUNEL-positive nuclei during amlodipine treatment occurred
in interstitial fibroblasts. Since bFGF released by fibroblasts is required to stimulate
cardiomyocyte growth [11], bFGF levels during amlodipine treatment were evaluated by
western blotting. bFGF levels increased significantly at days 4 and 10 and showed a trend
toward reduction after 14 and 28 days of therapy (not shown).

3.4.5 Discussion

The significant new finding of this study is that amlodipine induces a selective
deletion of interstitial fibroblasts that coincides with the time when LVH regression is
initiated, but occurs one week prior to the time when a reduction in cardiomyocyte mass
becomes detectable. Fibroblasts deletion occurred by transient apoptosis induction which
peaked during the first 10 days of treatment and resulted in the correction of fibroblast
hyperplasia in the SHR left ventricle, down to levels seen in WKY rats. Although LVH was

significantly reduced by day 7, evidence of cardiomyocyte mass reduction first appeared at
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day 14. Thus, we clearly observed two temporally separated phases leading to the reduction
of left ventricular mass index and involving different mechanisms: (1) massive apoptosis of
excess interstitial fibroblasts and (2) reduction of cardiomyocyte mass. The influx of a
significant but relatively small number of ED-1 positive cells in the left ventricle at day 7
suggests a transient inflammatory response to the massive production of apoptotic bodies
around that period [27].

ANP mRNA expression, a well characterized marker of hemodynamic stress, was
significantly reduced as early as 4 days after the beginning of amlodipine treatment, and
probably reflects the rapid reduction of cardiac afterload resulting from the decreased blood
pressure rather than an age-dependent change. In addition to these changes that are
favorable to the regression of LVH, it is intriguing to speculate that reduced fibroblast
number contributed to the reduction of cardiomyocyte hypertrophy. Several observations
support this hypothesis. First, there was a spatial synchronization between both responses.
Fibroblast apoptosis first occurred in the subepicardium (at day 7; Table 2), the region
where cardiomyocyte CSA reduction also first occurred (at day 14; Fig 2C). Fibroblast
apoptosis was then observed in the subendocardium (at day 14), where it was followed by
cardiomyocyte mass regression (by day 28). Second, when SHR are given hydralazine [7],
neither fibroblast apoptosis nor LVH regression do occur. Third, Pellieux et al [11] showed
that integration of hypertrophic stimuli in the heart is achieved by fibroblasts, in part via
bFGF release. We noted that cardiomyocyte CSA was not reduced as long as bFGF levels
remained elevated during the first 10 days of treatment suggesting that bFGF production
may have played a role in delaying cardiomyocyte mass reduction. Further studies are
needed to define the relationship between fibroblast apoptosis and cardiomyocyte mass

regulation.

The present results are consistent with our previous data showing that a 4-week
treatment with either valsartan or enalapril reverses LVH and abolishes fibroblast
hyperplasia without affecting cardiomyocyte number in SHR [1]. Others have shown that
regression of cardiovascular hypertrophy with anti-hypertensive medication in SHR

implicates a modulation of the cardiovascular cell growth — cell death balance [5, 28, 29].
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Moreover, cardiomyocyte apoptosis is prevented by nifedipine in vitro [30] and by
amlodipine in vivo [31], suggesting that apoptosis is regulated differently by calcium
channel blockers depending on the cell type. The early reversal of fibroblast hyperplasia by
transient apoptosis may provide long-term benefits that are not entirely dependent on
continuous drug administration, as suggested by the persistent effects on cardiac

hypertrophy and fibrosis 3 months after withdrawal of amlodipine in SHR [18].

Several possibilities emerge as mechanisms of fibroblasts apoptosis induction by
amlodipine. A pressure-dependent component cannot be excluded since amlodipine
reduced DNA content in the left but not the right ventricle. However, we showed that blood
pressure reduction with hydralazine does not reverse cardiac hyperplasia [7]. Moreover, we
previously reported that repeated blood pressure reduction with nifedipine does not cause
further reductions in cardiac DNA content in SHR, suggesting that once susceptible cells
are depleted, the heart is resistant to further induction of apoptosis [32]. Our present data
show that fibroblast hyperplasia is found only in the left ventricle, possibly reflecting the
accumulation of activated fibroblast subtype(s) with increased pressure afterload. Of
particular interest, a study showed that activated hepatic stellate cells, presenting a
myofibroblast-like phenotype, express voltage-operated calcium channels mediating
calcium influx [33]. Amlodipine could therefore act directly on (myo)fibroblasts in the left
ventricle or alternatively via reduction of left ventricular oxidative stress [26]. Finally,
mechanism(s) independent of calcium channel blockade cannot be ruled out, such as the
inhibition of protein kinase C (PKC) as shown in cell types that do not express L-type
calcium channels [34, 35] and the paradoxal release of nitric oxide by the R+ enantiomer of

amlodipine [36].

The impact of amlodipine on reversal of collagen deposition was minimal, possibly
because 11-weeks-old SHR do not present large areas of fibrosis. However, based on our
results, prevention of fibrosis development with amlodipine in longer term studies [17, 18]
may be achieved by the partial deletion of collagen-producing cells. The reduction of
cardiac fibrosis by amlodipine appear less pronounced in humans than in animal models

[37, 38]. Cardiac apoptosis regulation by amlodipine in humans remains poorly defined.
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Gonzalez et al [39] reported no effect of amlodipine on the number of apoptotic
cardiomyocytes or non-cardiomyocytes in right septal endomyocardioal biopsies obtained
from hypertensive patients after 12 months of treatment. However, an evaluation of the
total number of left ventricular cells was not performed. If confirmed in humans, the early
reversal of fibroblast hyperplasia by transient apoptosis may have an impact in our efforts

to prevent end-organ damage.

In summary, irrespective of the mechanism involved, amlodipine treatment induced
a coordinated induction of interstitial fibroblast apoptosis and LVH regression at day 7 that
preceded by several days the reduction of cardiomyocyte mass. Collectively, these data
suggest that selective deletion of fibroblast, rather than cardiomyocyte mass regulation, is

associated with the onset cardiac remodeling induced by amlodipine in SHR.
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3.4.7 Figure legends, figures and tables

Figure 1: (A) Mean arterial blood pressure measured by plethysmography and (B)

heart rate of vehicle-treated (m) and amlodipine-treated SHR (0O) during the 28 days of

therapy. * Significantly different (P<0.05) from control SHR (day 0); n=6 to 24 per time-

point.

Figure 2: (A) Left ventricle weight to body weight ratio, (B) right ventricle weight

to body weight ratio, (C) left ventricular subepicardial (SEP) and subendocardial (SED)
cardiomyocytes cross-sectionnal area and (D) left ventricular ANP level (corrected for the

amount of 18S RNA) of untreated WKY rats (day 0), of SHR treated with amlodipine for 0,

4, 7, 10, 14 and 28 days and of SHR treated with vehicule for 28 day. * Significantly

different (P<0.05) from control SHR (day 0). N=14 and 9 for control SHR (days 0 and 28,
respectively); n=6 for 4, 10 and 28 days and WKY; n=8 for 7 and 14 days.
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Figure 3: (A) Changes of apoptotic regulatory proteins expression after 0, 4, 7, 10,

14 and 28 days of treatment with amlodipine. The protein expression ratio of Bax to Bcl-2

is presented as percentage of untreated SHR. Inset shows representative bands

corresponding to the molecular weight of Bax (23 kDa) and Bcl-2 (26 kDa). (B) Protein

expression of death enzyme caspase-3 during amlodipine treatment. Inset shows

representative bands corresponding to the molecular weight of cleaved caspase-3 (17-20

kDa, m) and caspase-3 proform (32 kDa, O). All parameters were also evaluated in age-

matched WKY rats (day 0). * Significantly different (P<0.05) from control SHR (day 0).
N=14 for SHR (day 0); n=6 for 4, 10 and 28 days and WKY; n=8 for 7 and 14 days.

Figure 4: (A) Changes in the total number of non-cardiomyocytes nuclei (m) and

cardiomyocytes nuclei (O) in the left ventricle of untreated WKY rats (day 0), of SHR
treated with amlodipine for 0, 4, 7, 10, 14 and 28 days and of SHR treated with vehicule for
28 day. (B) DNA content in the left and right ventricles of rats described in (A). *
Significantly different (P<0.05) from control SHR (day 0). N=14 and 9 for control SHR
(days 0 and 28, respectively); n=6 for 4, 10 and 28 days and WKY; n=8 for 7 and 14 days.

Figure 5: (A) Quantification of in situ TUNEL labeling showing an increased
proportion of TUNEL-positive non-cardiomyocytes (m) nuclei, which were located around
cardiomyocytes (0), at 7, 10 and 14 days of amlodipine treatment. N=11 for control SHR
(day 0); n=6 for 4 days; n=8 for 7 and 14 days; n=5 for 10 and 28 days. (B) Number of
capillaries per cardiomyocyte, evaluated by lectin binding (endothelial cells marker), was
not modified by therapy in the subepicardium (m) and increased in the subendocardium
(O0). N=10 for untreated SHR; n=4 for 14 days; n=5 for 28 days. (C) Number of ED-1

positive cells (macrophages and monocytes) per cross-section of the left ventricle of SHR
during amlodipine treatment. N=11 for untreated SHR; n=5 for 4, 10 and 28 days; n=8 for 7
and 14 days. * Significantly different (P<0.05) from untreated SHR (day 0).
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Figure 6: Double immunofluorescence with TUNEL-AMCA labeling (bright blue,

A and D) and lectin-TRITC binding (bright red, B and E) in SHR left ventricle revealed the
increase of TUNEL-positive non-cardiomyocytes nuclei in lectine-negative cells after 7
days of amlodipine treatment. Cardiomyocyte cell body autofluorescence appear in diffuse

red. (C and F) Merged images confirmed the localization of TUNEL positive nuclei.
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3.5 RESULTATS ADDITIONNELS
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3.5.1 Objectifs

Les études précédentes ayant relevé le réle du RB, des kinines dans 1’induction de
I’apoptose de CML chez le SHR lors de la régression de I’hypertrophie aortique en réponse
a Pénalapril, nous avons maintenant voulu déterminer si le RB, participe également au
remodelage cardiovasculaire initi€é par un BCC ou un antagoniste AT;,. Nous avons
également cherché a identifier des mécanismes en aval de la stimulation du RB; qui
pourraient étre impliqués dans la réponse apoptotique. De plus, certains résultats n’ayant
pas été retenus pour publication dans les articles scientifiques inclus dans les sections

précédentes seront présentés a I’intérieur de ce chapitre.

3.5.2 Hypothése

Nous avons émis I’hypothése que le RB; participe aux mécanismes mis en jeu lors
de la régression de I’hypertrophie aortique initiée par I’amlodipine et par le valsartan chez
le SHR en relayant 1’apoptose de CML, tout comme il le fait en réponse a I’énalapril. De
plus, nous vérifierons les effets d’un inhibiteur de la syntheése de la voie de synthése du

céramide sur les actions pro-apoptotiques initiées par 1’énalapril.

3.5.3 Méthodologie

Protocole animal et évaluation du remodelage cardiovasculaire

Les études ont été réalisées sur des SHR maéles 4gés de 11 semaines au début du
traitement. Ces SHR (n=8 par groupe) ont regu 1’énalapril (30 mg/kg/jour), 1’amlodipine
(20 mg/kg/jour), le valsartan (30 mg/kg/jour) ou le véhicule (eau de breuvage), la dose étant
ajustée de 2 a 3 fois par semaine en fonction du poids de I’animal et de sa consommation
d’eau. Pour chacun de ces traitements, un groupe supplémentaire a regu une combinaison
du médicament antihypertenseur (ou son véhicule) et du R-954 (400 pg/kg/jour;
antagoniste spécifique du RB, des kinines administré via une mini-pompe osmotique). Au
21° jour de traitement, les animaux ont été anesthésiés avec une injection sous-cutanée de
pentobarbital avant d’étre canulés au niveau carotidien afin de mesurer leur pression

sanguine. Suite a la stabilisation de la lecture de pression, le cceur a été arrété en diastole
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par une injection intraveineuse de CdCl; (100 mM). Le cceur et ’aorte ont été prélevés tel
que décrit dans les chapitres précédents. Ainsi, les paramétres du remodelage
cardiovasculaire largement décrits dans les chapitres précédents (aire de section de I’aorte,
nombre de cellules dans ’aorte par unité de longueur, contenu en ADN dans le ventricule

gauche et ratio d’HVG) ont ét€ mesurés.

Un groupe supplémentaire a été ajouté aux rats décrits au chapitre 4. Ainsi, lors du
traitement a 1’énalapril (30 mg/kg/jour) s’étendant sur 10 jours, des SHR (n=4) ont recu lors
des 4 derniers jours du traitement une injection intrapéritonéale quotidienne de fumonisine
B; (2 mg/kg); inhibiteur de la céramide synthase). L’aorte de ces animaux a été utilisée
pour déterminer le nombre de noyaux ISOL positifs (apoptotiques) et le contenu en GMPc,
tel que décrit a la section 3.2.3. Les protéines extraites des aortes provenant des animaux
décrits au chapitre 4 (énalapril +/- R-715 pendant 9-10 et 21 jours) ont été utilisées pour
compléter ’analyse de 1’expression de certaines protéines par immunobuvardage de type
Western, soit Akt (1:1000, Cell signaling), Akt phosphorylé (1:4000, Cell signaling),
p21€PWafl (1.50 Santa Cruz biotechnologies) et p275"®" (1:2000, Cell signaling).

De plus, la technique d’autoradiographie permettant d’évaluer le nombre de sites de
liaison pour les RB, et RB; des kinines décrite aux sections 3.1.3 et 3.2.3 a été appliquée au
ceeur et aux reins des animaux dont les résultats dans 1’aorte sont rapportés a la section 3.1

(SHR témoins ou ceux ayant recu 1’énalapril pendant 8 & 11 jours).

Analyses statistiques

Les données ainsi recueillies ont été analysées a I’aide du logiciel GraphPad Prism
4. Les moyennes sont présentées avec leur erreur standard (SEM) et elles ont été comparées
avec une analyse de variance (ANOVA) suivie du test de comparaison multiple Dunnet lors
duquel le seuil de signification statistique a été posé a 0,05. Par ailleurs, le nombre de sites
de liaisons pour les RB, et RB; suite au traitement a 1’énalapril dans les divers organes a été

comparé au groupe témoin avec un test t de Student.
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3.5.4 Résultats

3.5.4.1 Roles du récepteur B des kinines dans la réponse aux antihypertenseurs
Réduction de la pression artérielle

A la fin des 21 jours de traitement, les groupes ayant regu un des antihypertenseur
seul, provenant d’une des trois classes a I’étude, ont tous présenté une pression artérielle
systolique significativement moindre que celle des SHR témoins (Figure 1). La baisse de
pression obtenue avec soit I’amlodipine (p<0,05), soit le valsartan (p<0,05), n’était plus
significative suite a4 I’ajout de 1’antagoniste B; R-954 puisque ce dernier a permis de
retrancher prés de 30% de la baisse observée avec 1’amlodipine et a complétement aboli
I’effet du valsartan, alors que la réduction observée avec I’énalapril (p<0,01) n’a pas été

atténuée par ’ajout du R-954. Le R-954 seul n’a eu aucun effet sur la pression artérielle.

200+

Pression artérielle systolique (mm Hg)

Figure 1. Pression artérielle systolique suite 2 1’administration d’antihypertenseurs
seuls ou en combinaison avec un antagoniste du RB;.

Valeurs exprimées : moyenne + SEM. * p<0,05 vs témoins.
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Régression du remodelage cardiovasculaire

L’aire de section de 1’aorte (CSA), un indice de I’hypertrophie du vaisseau, était
plus petite dans les groupes ayant requ seulement le valsartan (0,446+0,013 mm?, p<0,01),
I’amlodipine (0,439+0,006 mm? p<0,01) ou I’énalapril (0,427+0,009 mm?, p<0,01)
comparativement aux SHR témoins (0,497+0,010 mmz) (Figure 2). L’ajout du R-954 a
freiné la correction de 1’hypertrophie vasculaire obtenue aussi bien avec le valsartan (de
53,5%) que 1’amlodipine (de 43,3%) et que I’énalapril (de 50,0%), de fagon a ce que la
CSA ne soit plus significativement différente de celle du groupe témoin. L’hyperplasie
aortique détectée chez le SHR a ’aide du disecteur tridimensionnel (160+6 cellules / mm vs
130+7 chez le rat normotendu WKY, p<0,05) a été corrigée au méme niveau par les trois
antihypertenseurs, un effet qui a pu étre complétement prévenu par 1’ajout du R-954 sans
égard a I’antihypertenseur étudié (Figure 3). Lors d’études précédentes, une telle réduction
du nombre de CML aortiques dans ce méme modéle a été attribuée 4 un processus
apoptotique avec I’énalapril [(deBlois et al., 1997; Tea et al., 2000) et sections 3.1 et 3.2],
I’amlodipine (section 3.3) et la valsartan (Tea et al., 2000). Au niveau du remodelage
cardiaque, les effets de 1’énalapril sur ’HVG (réduction de 21,1%1,5 %, p<0,01 vs témoins)
et sur le contenu en ADN dans le ventricule gauche (baisse de 35,2+11,0 %, p<0,01 vs
témoins) n’ont pas été affectés par la co-administration du R-954 (Tableau 1). Les données
cardiaques recueillies avec le valsartan et I’amlodipine demeurent préliminaires, mais, tout
comme pour un iECA, elles semblent indiquer que le récepteur B; ne participe pas a la
régression du remodelage cardiaque initié par un antagoniste AT; ou un BCC chez le SHR.

Le R-954 administré seul n’a eu aucun effet sur tous ces paramétres.
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Figure 2. Aire de section aortique suite 2 ’administration d’antihypertenseurs seuls
ou en combinaison avec un antagoniste du RB;.

Valeurs exprimées : moyenne + SEM. * p<0,05 vs témoins.

1754
150+
125+
100+

75+

cellules / mm

Figure 3. Nombre de cellules dans D’aorte par unité de longueur suite 2

Padministration d’antihypertenseurs seuls ou en combinaison avec un antagoniste du
RB;.

Valeurs exprimées : moyenne + SEM. * p<0,05 vs témoins.
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Traitement
Témoin 3 ,
Enalapril R-954 Ena + R-954
(SHR)

Ratio poids du ventricule gauche
2.61+0.03 2.06+0.03* 2.56+0.04 2.01+0.02*
/ poids corporel

(mg/g)

Poids du ventricule gauche 825+10 632+11* 805+15 633+10*
(mg)

Contenu en ADN 4.92+0.28 3.19+0.35% 4.51+0.32 3.04+0.44*
(g / g de poids corporel)

Tableau 1. Hypertrophie et contenu ventriculaire gauche en ADN suite au traitement
de 21 jours a I’énalapril, au R-954 ou une combinaison des deux.

Valeurs exprimées: moyenne + SEM. * p<0,05 vs témoin.

3.5.4.2 Participation du céramide dans la réponse a I’énalapril

Afin de poursuivre I’étude des mécanismes impliqués lors de la réponse apoptotique
des CML aortiques, nous avons bloqué la synthése de novo du céramide (un médiateur bien
défini de I’apoptose et récemment relié au récepteur B; (Kleine et al., 2002)) lors du
traitement des SHR avec I’énalapril. Les SHR ont été sacrifiés aprés 10 jours, un moment
ou I’apoptose est active mais la réduction de I’hyperplasie et de I’hypertrophie aortique n’a
pas encore eu lieu (section 3.2), et les animaux ont regu la fumonisine B, pendant les 4

derniers jours du traitement a 1’énalapril

Au dixiéme jour du traitement, le nombre de noyaux ISOL positifs (apoptotiques)
dans la média de I’aorte a ét¢ augmenté par 1’énalapril (2,6 fois vs témoins, p<0,01, tel que
vu & la figure 4b de la section 3.2) et cette augmentation a été complétement prévenue par
la co-administration de la fumonisine B; (Figure 4). En revanche, la hausse de GMPc
aortique en réponse a 1’énalapril (décrite a la section 3.2) n’a pu étre empéchée par ajout
de la fumonisine B; (Figure 5). Ces données suggérant que le céramide participe aux effets

pro-apoptotiques de 1’énalapril sur les CML aortiques soit en aval de la production de
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GMPc, soit par un mécanisme indépendant du GMPc, demeurent toutefois préliminaires et

devront étre confirmées puisqu’elles n’incluent pas de groupe ayant regu uniquement la
fumonisine B;.
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Figure 4. Noyaux ISOL positifs dans I’aorte suite au traitement a I’énalapril, seul ou
en combinaison avec la fumonisine B;.

Tous les noyaux marqués ont été comptés sur une coupe transverse de 1’aorte. Valeurs
exprimées : moyenne = SEM. * p<0,05 vs témoins.
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Figure 5. Niveau de GMPc¢ dans I’aorte suite au traitement 2 1’énalapril, seul ou en
combinaison avec la fumonisine B;.

Valeurs exprimées : moyenne = SEM. * p<0,05 vs témoins.
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3.5.4.3 Autres résultats

] Cipl/Wafl

Expression de Akt, p2 et p275P! lors du traitement & 1'énalapril

Le niveau d’expression aortique de p27Kipl dans I’aorte, un inhibiteur de kinases
dépendantes des cyclines qui favorise 1’arrét de la prolifération cellulaire, a ét€¢ augmenté de
2,7 fois aux jours 9-10 du traitement a 1’énalapril (p<0,01 vs témoins) et de 3,7 fois aprés
21 jours (p<0,01 vs témoins). Cet effet n’a pu étre prévenu par 1’ajout de 1’antagoniste B;
R-715 (Figure 6). L’expression de p2lCip”W l na pas été modulée par 1’énalapril aux jours
9-10, mais a montré une tendance a la baisse aprés 21 jours, tendance qui était absente lors
de la co-administration du R-715 (Figure 6). Le niveau de phosphorylation de Akt dans
I’aorte n’a pas été affecté par 1’énalapril au moment ou des noyaux apoptotiques étaient
détectés (jours 9-10) ni aprés 21 jours de traitement (Figure 7), en contraste avec la chute
rapide de la phosphorylation de Akt tout juste avant le déclenchement de 1’apoptose de

CML en réponse a I’amlodipine (décrite a la section 3.3).
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Figure 6. Niveau d’expression de p219P"™*1 ot p27¥iP! suite au traitement 2

I’énalapril.

Valeurs exprimées : moyenne += SEM. * p<0,05 vs témoins.
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Figure 7. Niveau d’expression de Akt suite au traitement a I’énalapril.

Le graphique présente le ratio de Akt phosphorylé sur la forme totale de Akt. Valeurs
exprimées : moyenne + SEM. * p<0,05 vs témoins.

Expression du récepteur B, des kinines lors du traitement a l’énalapril

Suite a la découverte que 1’énalapril augmente transitoirement le nombre de sites de
liaisons pour le RB; dans I’aorte du SHR, nous avons vérifi€¢ si une réponse similaire
s’observe dans le cceur et les reins (Figures 8 et 9). Les graphiques des moyennes obtenues
dans I’aorte ont déja été présentés a la section 3.1 et sont repris ici en couleurs. Au niveau
rénal, I’énalapril a augmenté 1’expression du RB, tant dans la médulla que dans le cortex
aprés 8 a 11 jours de traitement a 1’énalapril (p<0,0001 et p=0,004, respectivement), sans
pour autant influencer le nombre de sites de liaisons pour le RB,. Tout comme au niveau
vasculaire, la hausse de sites de liaisons pour le RB; dans le rein avec 1’énalapril s’est
avérée transitoire puisque aucun changement n’a été détecté chez les SHR étudiés apres
quatre semaines de traitement. En revanche, dans le cceur du SHR, le niveau basal du RB,

n’a pas été modulé par 1’énalapril tandis que le nombre de sites de liaisons pour le RB, a été
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réduit sur les coeurs prélevés entre 8 et 11 jours de traitement (p=0,009 vs témoins). A noter

que les axes différent d’un graphique a I’autre.

Par ailleurs, I’énalapril a produit une faible tendance vers la réduction du ratio du
poids du rein sur le poids corporel du SHR apres quatre semaines de traitement (p=0,09 vs
témoins), une tendance qui ne se répercute cependant aucunement sur le contenu rénal en
ADN (p=0,67 vs témoins) (Tableau 2). L’influence des antihypertenseurs sur la masse et

’apoptose rénale n’a donc pas été investiguée plus en profondeur dans la présente thése.

Témoin (SHR) Enalapril

Poids corporel 32549 32445
®

Ratio poids moyen des reins (g) / 3,69+0,07 3,40+0,14
poids corporel (g)

Contenu en ADN 8,99+0,61 8,61+0.61
(g / g de poids corporel)

Tableau 2. Hypertrophie et contenu rénal en ADN lors du traitement a I’énalapril.

Valeurs exprimées: moyenne £ SEM. n=6 par groupe.
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CHAPITRE 4 — Discussion générale

Les travaux inclus dans cette thése démontrent que 1’apoptose transitoire de CML
dans 1’aorte de SHR en réponse a des antihypertenseurs provenant de trois classes
différentes (IECA, antagoniste AT; et BCC) est initiée par des mécanismes convergeant au
niveau du RB, des kinines, et que cette apoptose participe activement a la régression de
I’hypertrophie vasculaire orchestrée par ces médicaments. En revanche, [’apoptose
cardiaque en réponse a ces mémes antihypertenseurs s’organise sans la participation du
systeme des kinines. De plus, nous rapportons que la phase précoce de la régression de
I’HVG obtenue avec I’amlodipine chez le SHR s’accompagne d’une élimination de
fibroblastes interstitiels par apoptose, bien avant que la taille des cardiomyocytes ne soit

réduite.
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4.1 Implications mécanistiques et théoriques de la nature
transitoire de P’apoptose cardiovasculaire en réponse aux

antihypertenseurs

La nature transitoire de I’apoptose des CML aortiques et des fibroblastes cardiaques
en réponse aux antihypertenseurs souléve de nombreux points nécessitant un
approfondissement. Nous discuterons d’abord des implications quant a I’initiation et a la
fermeture de la fenétre apoptotique vasculaire, avec une insistance particuliere sur le RB;
des kinines en tant que point de convergence des mécanismes initiateurs. Nous discuterons
ensuite de la population cellulaire ciblée par les antihypertenseurs lors de 1’apoptose
aortique ainsi que des limitations de nos études et celles du modéle étudié, avant de clore
avec une appréciation critique des questions soulevées par les résultats entourant ’apoptose

cardiaque.

4.1.1 Initiation de ’apoptose aortique

Les mécanismes initiateurs de [’apoptose aortique en réponse aux divers
antihypertenseurs demeurent inconnus et spéculatifs, bien que les résultats de cette thése
laissent entrevoir certaines réponses. Ainsi, un délai allant de deux a plus de sept jours est
observé avant I’apparition de noyaux apoptotiques dans la média de l’aorte, selon
I’antihypertenseur employé. Nous suggérons que cette période est requise afin de
sensibiliser les cellules ciblées a entrer en apoptose, ce qui pourrait s’effectuer en
permettant au tissu de générer les médiateurs requis (NO, kinines, etc.). Par exemple, la
correction de la dysfonction endothéliale dans 1’aorte du SHR traité avec 1’énalapril offre
une meilleure biodisponibilité du NO, un médiateur connu de 1’apoptose de CML lorsque
ses niveaux augmentent considérablement (Pollman et al., 1996), et ’accélération de cette
correction avec du BH, permet de réduire le délai avant le déclenchement de 1’apoptose par
I’énalapril (Der Sarkissian ef al., 2004). Le d€lai pourrait aussi correspondre avec le temps
requis pour 1’induction du RB, des kinines, car I’apoptose de CML en réponse a 1’énalapril
coincide temporellement avec ’augmentation de RB; aortiques fonctionnels. Etant donné
que la stimulation du RB,; accroit la production de NO (lorsque eNOS n’est plus

découplée), il devient intéressant de postuler que ces deux composantes (correction de la
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dysfonction endothéliale et induction du RB;) doivent survenir et agissent conjointement
pour produire une apoptose subite de CML. Cette hypothése est illustrée a la figure 9, et le
role de la composante NO-dépendante pourrait étre testée en co-administrant un inhibiteur

de la synthése de NO avec un iECA.

-Inhibition de la dégradation
des kinines (iECA, BCC ?)

-Activation de la synthése
des kinines (antagonistes AT,, BCC ?)

-Induction du RB,
(iECA, antagoniste AT, ?, BCC ?)

|
|
I ou

i -via RB, basal chez le SHR

Récepteur

B,

Figure 9. Mécanismes généraux activés par les antihypertenseurs induisant ’apoptose
de CML et renversant ’hypertrophie aortique chez le SHR.

Diverses autres protéines pourraient étre impliquées dans cette sensibilisation a
I’apoptose, comme la protéine a motif doigt de zinc A20 induite en réponse a

I’inflammation (rétro-inhibition visant a atténuer NF-kB) (Beyaert et al., 2000). Bien

qu’elle protége les cellules endothéliales (Liuwantara et al., 2006) et les cellules B du
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pancréas (Longo et al., 2003) de ’apoptose, il a récemment ét¢ démontré que A20 induit
I’apoptose de CML (Patel et al., 2006). Elle sensibilise in vitro les CML a I’apoptose initiée
par Fas et elle permet in vivo le renversement de I’hyperplasie néointimale via I’apoptose
de CML dépendante du NO. Cette protéine inhibe aussi la prolifération de CML via une
hausse de p21™™" et p27*P', mais son expression chez le SHR ou tout autre modéle
d’hypertension demeure inconnue. La sensibilisation des cellules a 1’apoptose pourrait
également impliquer une atténuation de signaux de survie cellulaire. Une réduction de
’activité Akt, premier événement moléculaire enregistré dans ’aorte suite au traitement a
I’amlodipine, pourrait jouer un tel role. Bien que nous n’ayons pas observé une
modification de la phosphorylation de Akt en réponse a 1’énalapril, il demeure possible
qu'une cinétique plus compléte (animaux sacrifiés avant [’apparition de noyaux
apoptotiques dans ’aorte) ait pu identifier une telle réponse. La réduction transitoire de
Pactivité Akt pourrait relier les antihypertenseurs, notamment 1’amlodipine, a I’initiation de
la voie extrinséque de I’apoptose (caspase-8) comme nous 1’avons observé, car I’inhibition
de Akt est associée a une baisse de c-FLIP (Panka et al., 2001; Skurk er al., 2004) (un
inhibiteur de caspase-8) et a une hausse de FasL (Suhara et al., 2002) (activateur de la voie
des récepteurs de mort) dépendante de JNK. Il serait possible de vérifier cette hypothese en
identifiant la phosphatase responsable de la réduction de I’activité Akt dans notre modcle
[prévention de D’activation d’ Akt par la phosphatase de lipides PTEN ou inactivation d’ Akt
par une phosphatase, PHLPP (Gao ef al., 2005) ou PP2A (Brazil et al., 2004)] pour ensuite
la neutraliser et déterminer si la réponse apoptotique aux antihypertenseurs serait alors
retardée, voire bloquée. Autrement, un inhibiteur de la voie PI3K-Akt, comme la
wortmannin ou le LY-294002, pourrait sensibiliser les CML de l’aorte de SHR a
I’apoptose. Etant donné que les MAPKs étudiées dans ’aorte de SHR en réponse a
I’amlodipine n’ont été modulées que suite a I’activation des caspases, nous ne pouvons pas
considérer I’inhibition de la voie des MAPKs comme une étape initiatrice de 1’apoptose
dans notre modéle. D’autres facteurs de survie pourraient étre atténués / dégradés
précocement en réponse aux antihypertenseurs induisant I’apoptose de CML, telles que les
protéines de la matrice extracellulaire ostéopontine et ténascine-C. Par exemple, la
ténascine-C protége les CML de I’apoptose, et une réduction de son accumulation (par un
inhibiteur d’élastases ou encore par un oligonucléotide antisens dirigé contre la ténascine-
C) permet, ex vivo, de renverser ’hypertrophie d’artéres pulmonaires de rat en association

avec I’apoptose de CML (Cowan et al., 2000b). Plus récemment, il a été suggéré que la
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dégradation de la ténascine-C libére un fragment aux propriétés pro-apoptotiques sur des
CML (Wallner et al., 2004), ce qui en fait un candidat potentiel dans la recherche de
mécanismes initiateurs de 1’apoptose dans notre modele. Par ailleurs, puisque les CML
aortiques du SHR s’adaptent a un niveau de calcium intracellulaire élevé, le blocage
soudain des canaux calciques voltage-dépendant pourrait déstabiliser profondément ces
cellules et expliquer la rapidité notoire de 1’apoptose aortique observée en réponse a

’amlodipine.

4.1.2 Points de convergence mécanistique

La possibilité d’une convergence vers une cascade signalétique commune
(pourcentage trés similaire de cellules éliminées) suite a divers stimuli initiateurs (cinétique
apoptotique différente) a été soulevée dés la premiére publication par notre groupe
dévoilant la réponse apoptotique a des antihypertenseurs de classes différentes (deBlois et
al., 1997). Les travaux présents apportent de solides évidences concernant le role du RB;
des kinines en tant que point de convergence, mais soulévent par le fait méme de nouveaux

questionnements.

Premiérement, nous devrons éclaircir de nombreux points entourant I’induction du
RB,. Si le niveau basal d’expression du RB,; détecté dans l’aorte de SHR témoins
représente des récepteurs fonctionnels, I’induction du RB;, bien que temporeliement
corrélée avec la cinétique apoptotique, pourrait ne pas étre requise pour I’initiation de la
réponse apoptotique; elle pourrait plutdt représenter une réponse inflammatoire localisée
suite au début d’une apoptose massive. Ainsi, nous émettons cette hypothése globale sur la
régulation du niveau d’expression du RB; par I’énalapril : Premiérement, le niveau basal de
RB, dans I’aorte de SHR reléverait d’une réponse associée a une tension artérielle élevée.
Deuxiémement, la réduction de cette tension artérielle par 1’énalapril conduirait a la baisse
d’expression de RB, fonctionnels, observée au jour 8. Troisiémement, suite a la mort de
nombreuses cellules par apoptose (fragmentation de I’ADN aux jours 9-10), une réponse
inflammatoire transitoire se déclencherait et serait accompagnée d’une hausse également
transitoire de I’expression fonctionnelle de RB,; dans le vaisseau. De cette fagon, les

antagonistes AT, et les BCC pourraient initier I’apoptose de CML aortique via le RB, tel
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que décrit dans cette thése, sans devoir induire 1’expression du récepteur. Si tel était le cas,
la co-administration de [’inhibiteur général des caspases z-VAD-fmk avec ces
antihypertenseurs empécherait 1’induction du RB; durant ’apoptose. Si, par contre,
I’induction du RB,; devait s’avérer essentielle pour la mise en place de la réponse
apoptotique, il deviendrait alors particuliérement pertinent d’identifier les mécanismes
impliqués. La signalisation intracellulaire récemment identifiée suite a la liaison d’un iECA
sur ’ECA transmembranaire peut conduire a une hausse de 1’expression de COX-2
(Fleming, 2006). Un mécanisme similaire pourrait étre responsable de I’induction du RB,
étant donné le patron similaire d’expression de ces deux protéines inductibles. Une autre
possibilité fait intervenir deux composantes, soit les études montrant qu’un iECA peut
resensibiliser et potentialiser le RB, (Marcic et al, 1999) et celle rapportant que la
stimulation prolongée de cellules (fibroblastes) avec la BK (aussi avec un agoniste Bi)
augmente I’expression du RB, (Phagoo er al, 1999). Selon cette derniére possibilité,
I’administration d’un antagoniste B; empécherait 1’induction du RB,; précédant I’apoptose
induite par un iECA. Une intervention visant a interférer avec le mécanisme d’induction du
RB;, une fois qu’il sera identifié, pourra ensuite confirmer le rdle obligatoire ou accessoire
de cette réponse quant a I’induction de 1’apoptose. L’identification du type cellulaire
exprimant le RB; (CML et/ou cellules endothéliales) pourra faciliter la caractérisation des
mécanismes moléculaires recrutés en aval de la stimulation du RB;. Cette localisation
pourra s’effectuer soit par microautoradiographie (Stumpf, 2005), par la méthode
d’autoradiographie décrite dans cette thése, mais appliquée aux aortes dénudées ou non de
leur endothélium, ou encore en étudiant dans un bain a organe isolé la réponse
fonctionnelle & un agoniste By sur des aortes dénudées ou non de leur endothélium. La
combinaison de ces méthodes a d’ailleurs permis d’identifier une hausse d’expression du
RB; spécifiquement dans la couche musculaire d’artéres pulmonaires et de 1’aorte de porcs
exposés au LPS ou atteints d’une maladie inflammatoire (Schremmer-Danninger et al.,
1996; Schremmer-Danninger ef al., 1998). Chez le SHR, Farias et al. (2004) ont montré
que des anneaux aortiques avec endothélium s’hyperpolarisent en réponse a un agoniste By,
contrairement & ceux dénudés de I’endothélium. Il est possible qu’avant le traitement avec
un iECA, le RB; se trouve sur ’endothélium de ’aorte du SHR, tandis que I’administration
d’un iECA induit I’expression du RB, sur le muscle lisse aortique. Il demeure par contre
difficile a ce stade d’identifier quelle population (endothéliale ou musculaire) exprime le

RB; qui déclenche la réponse apoptotique, méme si nous suggérons la participation de
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eNOS en aval du RB,;, ce qui impliquerait le récepteur situé¢ sur I’endothélium. Par
exemple, I’expression de la forme neuronale de la NOS (nNOS) dans la média de I’aorte du
SHR ouvre la possibilité que le NO favorisant la production de GMPc dans notre mod¢le
soit d’origine musculaire et non endothéliale. La nature transitoire de la hausse
d’expression du RB, dans I’aorte et le rein du SHR en réponse a 1’énalapril pourrait de plus
réconcilier les conclusions opposées rapportées par divers groupes quant aux effets des
iECA sur I’expression du RB; (Nwator & Whalley, 1989; deBlois ef al., 1991; Marceau et
al., 1999; Marin-Castano et al., 2002; Ongali et al., 2003; Hirata et al., 2003; Moreau et al.,
2005). En effet, certains soutiennent que les iECA peuvent induire 1’expression du RBy,
alors que d’autres rapportent une absence d’effet des iECA a ce niveau. Or, nos données
montrant que les iECA induisent plutdt une réponse transitoire quant a I’expression du RB;
est compatible avec ces deux positions et suggére que les conclusions d’études antérieures
devraient étre revisitées. Par contre, que se passe-t-il dans ces tissus pour que 1’expression
du RB; revienne au niveau de base? L’induction du RB, spécifiquement sur les cellules qui
seront éventuellement éliminées par apoptose constitue une hypothése invitante qui pourrait
étre testée par 1’étude de la co-localisation des noyaux apoptotiques (méthode ISOL) et des
RB,; (avec des anticorps commerciaux bien validés, ce qui n’est présentement pas le cas
pour ceux que nous avons testés). En effet, selon R. Couture (communication personnelle),
des anticorps disponibles commercialement dirigés contre le RB; produisent, sur des tissus
provenant de souris pour lesquelles le RB,; a été¢ invalidé, un fort signal de liaison par

immunohistochimie.

Deuxiémement, 1’établissement d’un lien entre les divers antihypertenseurs que
nous avons utilisés et la voie des kinines, bien qu’évident pour les iECA (inhibition de
activité kininase II), se corse considérablement lorsque nous tentons de relier les
antagonistes AT, et particuliérement les BCC aux récepteurs des kinines. Ainsi, il sera
essentiel de vérifier si ces antihypertenseurs induisent ou non la hausse d’expression du
RB; dans I’aorte comme nous I’avons montré pour 1’énalapril et comme il a été rapporté
dans le cceur avec un antagoniste AT, (Tschope et al., 2004). D’ailleurs, 1’Ang II module a
la hausse ’expression du RB; des kinines, une action prévenue par les antagonistes AT}
(Tan ef al., 2004) et qui pourrait bien étre compensée par une hausse de I’expression du

RB,. Pour les antagonistes AT;, le lien possible avec les kinines a été évoqué dans
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I’introduction de cette thése et repose sur une production accrue de kinines suite a
’augmentation d’une activité kininogénase (encore mal définie) en aval de la stimulation
du récepteur AT, (Tsutsumi et al., 1999; Kurisu et al., 2003). D’ailleurs, certaines actions
des antagonistes AT}, incluant la cardioprotection lors d’un épisode d’ischémie/reperfusion
et la prévention de la formation d’une néointima suite a dénudation endothéliale par un
ballonnet (Barker et al., 2006), semblent étre relayées par les kinines (Jalowy et al., 1998;
Gohlke et al., 1998; Zhu et al., 1999; Tschope et al., 2004). Un tel mécanisme serait en
accord avec notre observation que 1’apoptose aortique est relayée par le récepteur AT, lors
de I’administration du valsartan chez le SHR (Tea et al., 2000). Etant donné qu’il demeure
encore aujourd’hui bien difficile de doser adéquatement les kinines sans que leurs niveaux
ne soient altérés lors du prélévement, il serait préférable de vérifier ce lien en mesurant
directement D’activité kininogénase (au lieu de quantifier les niveaux de kinines) sur des
extraits tissulaires ou encore dans le plasma suite a I’administration d’un antagoniste AT;.
Par ailleurs, il serait pertinent de combiner un iECA ou un antagoniste AT; a un inhibiteur
de la kininase I (enzyme convertissant les agonistes B; en agonistes By, inhibée entre autres
par le MGTA). En mesurant les niveaux sériques d’agonistes B suite a I’administration de
’antihypertenseur seul ou combiné au MGTA, il serait possible de prouver directement que
ces antihypertenseurs augmentent les concentrations d’agonistes By. De plus, si I’apoptose
de CML en réponse a I’énalapril devait s’observer méme en présence du MGTA,
I’hypothése de la stimulation directe du RB, par les iECA (Ignjatovic et al., 2002) devrait
alors étre considérée. En ce qui concerne les BCC, de multiples études suggerent qu’ils
permettent une reldche de NO suite a une activation de eNOS en aval du RB; des kinines
(Gunther et al., 1992; Dhein ef al., 1995; Zhang & Hintze, 1998; Ding & Vaziri, 1998;
Loke et al., 1999; Zhang et al., 1999a; Zhang et al., 1999b; Kitakaze et al., 2000; Zhang et
al., 2000; Loke ef al., 2001; Zhang et al., 2002; Xu et al., 2002; Lenasi et al., 2003; Asano
et al., 2003; Berkels et al., 2004; Asanuma et al., 2005). Toutefois, aucune donnée n’a
encore été rapportée concernant le role possible du RB; a cet égard. La relache vasculaire
de NO a pu étre observée en réponse a I’énantiomére R+ de I’amlodipine qui est dénué
d’action sur les canaux calciques (Zhang et al., 2002) ainsi qu’a des doses sub-
antihypertensives d’un BCC (Crespi et al., 2002). Or, nous avons rapporté que, seule, la
correction de la dysfonction endothéliale (avec le BH4 et la L-arginine) demeure
insuffisante pour initier la réponse apoptotique (Der Sarkissian et al., 2004). Un effet

supplémentaire de I’amlodipine afin d’induire I’apoptose pourrait donc étre relié soit au fait
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que I’apoptose relayée par les BCC dépende d’une synthese d’ ARN et de protéines de novo
(Kondo et al, 1995) (RB; des kinines?), soit & la proposition plus intrigante que
I’amlodipine puisse inhiber I’activité de P"ECA au méme titre que 1’énalapril lorsque
ajoutée ex vivo a forte dose a du plasma humain (Xu et al., 2002). En fait, nous avons testé
I’effet inhibiteur putatif de ’amlodipine sur I’activité de I’ECA chez le SHR. Nos résultats
préliminaires ne nous permettent pas de conclure & I’inhibition de I’ECA par I’amlodipine a
ce stade (inhibition de ’ECA plasmatique du SHR par I’amlodipine in vivo et ex vivo
n’ayant pu étre reproduite par la suite, données non montrées). Par ailleurs, nous ne
pouvons exclure pour I’instant I’hypothése que I’amlodipine puisse, d’une fagon similaire a
ce qui a été soulevé concernant les antagonistes AT), activer les kininogénases par un

mécanisme dépendant (Zhang et al., 2001) ou non des récepteurs AT,.

Troisiemement, les mécanismes moléculaires reliant la stimulation du RB,; des
kinines a I’activation de la machinerie apoptotique demeurent spéculatifs, comme relevé a
la section 3.2.5. Ceux-ci devront étre explorés plus en profondeur. Un mécanisme candidat
est la voie du céramide, un médiateur pro-apoptotique (Woodcock, 2006) qui peut étre
synthétisé de novo par la céramide synthase ou reldché & partir de sphingomyéline par la
sphingomyélinase. La stimulation du RB,; a récemment été reliée a 1’augmentation de la
production du céramide via la voie de la sphingomyélinase (Kleine ef al., 2002). De plus,
nous avons présenté a la section 3.5 des données montrant que 1’administration d’un
inhibiteur de la céramide synthase in vivo prévient la fragmentation de I’ADN en réponse a
’énalapril. Des études supplémentaires réalisées avec d’autres inhibiteurs des deux voies
possibles de formation du céramide s’avérent cependant essentielles afin d’éclaircir ces
données. En effet, la conclusion quant a la voie de production du céramide dans 1’étude
reliant le RB; a ce sphingolipide ne tient qu’a une réduction du niveau de sphingomyéline
suite a I’ajout de BK (Kleine et al., 2002), alors que notre étude a été réalisée avec la
fumonisine B;, un inhibiteur de la céramide synthase dont la spécificité est loin de faire
I’unanimité dans la communauté scientifique. Par ailleurs, in vitro, I’apoptose de cellules
neuronales induite par le récepteur AT, (apoptose reliée au RB; dans notre modele sur les
CML) requiert la génération de novo de céramide (Lehtonen et al., 1999; Gallinat ef al.,
1999). Des effets in vivo du céramide ont €té décrits récemment : apoptose de cellules

alvéolaires conduisant a I’emphyséme (Petrache et al., 2005) et réduction de I’hyperplasie
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néo-intimale suite a une angioplastie avec un ballonnet (Charles et al., 2000). Les autres
événements moléculaires associés aux kinines pouvant expliquer 1’effet pro-apoptotique
observé incluent la forte production de NO et I’atténuation de la phosphorylation de Akt (L1
et al., 2007), ayant également été rapportés en aval de AT, (Cui ef al., 2002; Hiyoshi et al.,
2005; Liu et al., 2006). Par ailleurs, I’apoptose de CML déclenchée par le NO pourrait
impliquer la voie de Fas (Fukuo et al., 1996), par un mécanisme dépendant (Pollman et al.,
1996) ou non (Fukuo et al., 1996; Nishio et al., 1996; Wang et al., 1999a) du GMPc. Ces
différents mécanismes pourraient étre reliés dans une hypothétique cascade apoptotique
amorcée par le RB, puisque la participation du céramide a I’apoptose de CML initiée par le
NO a été montrée récemment (Pilane & LaBelle, 2004) et que le céramide peut activer des
phosphatases, notamment PP2A (Dobrowsky et al., 1993; Ruvolo, 2003) qui module
négativement la protéine anti-apoptotique Akt. Cet effet du céramide sur Akt via PP2A
(Schubert et al., 2000; Salinas et al., 2000) pourrait, suite a I’activation de la voie de Fas et
comme mentionné précédemment, permettre 1’activation de caspase-8 suite a une réduction

de son inhibition par c-FLIP.

4.1.3 Terminaison de I’apoptose aortique

La terminaison de la fenétre apoptotique pourrait s’expliquer par un ou plusieurs des
changements observés suivant le pic de fragmentation de I’ADN. Tout d’abord, une
atténuation de signaux pro-apoptotiques, telle que la réduction de I’activation de JNK,
pourrait mettre un terme a I’élimination de CML aortiques. A linverse, la relache de
facteurs de survie et/ou anti-apoptotiques pourrait participer a la terminaison du processus
apoptotique. Ainsi, la fermeture de la fenétre apoptotique pourrait dépendre de I’acquisition
d’une résistance a ’apoptose dans les cellules survivantes qui pourrait s’effectuer suite a la
sécrétion d’un facteur de survie par les cellules apoptotiques. Dans cette optique, la
protéolyse de protéoglycans péricellulaires suite & 1’activation des caspases pourrait générer
des fragments déclenchant une signalisation anti-apoptotique initiée par des intégrines
situées a la surface des cellules environnantes, comme récemment observé avec le domaine
V du perlécan libéré par des cellules endothéliales en apoptose et induisant, dans un
systeme de co-culture, une résistance a 1’apoptose dans les fibroblastes et/ou les CML

(Raymond et al., 2004; Laplante ef al., 2006). Par ailleurs, le retour de la phosphorylation
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de Akt a son niveau basal suite & une inhibition transitoire coincide avec la fin de
’activation des caspases. Il serait intéressant d’administrer un inhibiteur de la voie Akt
conjointement avec un antihypertenseur (iECA, antagoniste AT, ou BCC) et de déterminer
si la réponse apoptotique s’étale sur un plus long laps de temps. Une réponse apoptotique
prolongée par un inhibiteur de la voie de Akt signifierait alors que cette avenue participe au
processus de terminaison de I’apoptose. En revanche, une réponse apoptotique non
prolongée souléverait deux possibilités : 1) Akt ne détermine pas la fin de 1’apoptose, ou 2)
toutes les cellules susceptibles d’entrer en apoptose ont été éliminées. Cette hypothése
permet d’introduire le concept d’une sous-population particuliere de CML qui serait ciblée
par les antihypertenseurs renversant I’hypertrophie aortique, comme il sera discuté plus en

détail a la section suivante.

4.1.4 Population cellulaire aortique ciblée

Les considérations décrites ci-dessus (pourcentage similaire de cellules éliminées
avec différentes classes de médicaments, mécanismes dépendant du RB,, courte fenétre
apoptotique, etc.) suggérent la présence d’une sous-population de cellules susceptibles a
I’apoptose dans I’aorte du SHR. La possibilité que les mémes cellules puissent Etre
éliminées par les différentes classes d’antihypertenseurs (iECA, antagoniste AT, et BCC)
pourrait étre testée chez le SHR en administrant tout d’abord suffisamment longtemps un
agent de ’une des trois classes considérées afin d’obtenir une apoptose complete avant de
changer la médication pour une autre classe et enfin terminer avec un agent de la troisi¢me
classe. L’absence d’apoptose massive lors des 2° et 3° traitements serait en accord avec
I’hypothése émise. Une telle absence d’apoptose massive a en effet été remarquée lors
d’une deuxiéme administration de nifédipine chez le SHR suite a un premier traitement a la
nifédipine ayant induit I’apoptose et suivi d’une période sans médicament (deBlois ef al.,
2005). Cependant, la nature d’une telle sous-population demeure a présent inconnue. Bien
qu’une population de cellules polyploides se trouve dans 1’aorte du SHR et qu’elle
disparaisse suite au traitement avec des inhibiteurs du SRA (Black et al., 1989; Devlin et
al., 1995a; Devlin et al., 1995b), elle ne représente un pourcentage important de cellules
aortiques (>20%) qu’a un 4ge bien plus avancé que celui auquel les SHR ont été étudiés

dans cette thése (Owens & Reidy, 1985). Bref, la disparition possible de ces cellules avec



265
les antihypertenseurs administrés n’expliquerait qu’une maigre portion de toutes les cellules
éliminées et des hypothéses alternatives doivent étre considérées. Etant donné que la
plasticit¢ remarquable des CML leur permet de changer rapidement de phénotype en
réponse a divers stimuli et les rend susceptibles aux modifications environnementales
contribuant au développement entre autres de [’athérosclérose, de la resténose post-
angioplastie et de I’hypertension artérielle (Owens et al., 2004), il est envisageable qu’une
expansion des cellules susceptibles a 1’apoptose survienne lors d’insultes répétées au
vaisseau (pression intravasculaire accrue, hausse d’Ang II produisant de nombreux
épisodes de croissance cellulaire, etc.). Les CML présentent une hétérogénéité
phénotypique qui se traduit in vivo par un large spectre dont les extrémités sont définies par
les phénotypes synthétique et contractile (Owens et al., 2004). Ces sous-populations isolées
a partir d’un méme tissu (Li ef al., 2001) possédent différentes sensibilités a 1’apoptose,
notamment celle initiée par Fas (Chan et al., 2000), I’Ang II (Bascands et al., 2001), le cis-
platine (Orlandi er al., 2001) et I’acide rétinoique (Orlandi et al., 2001). Cette sensibilité
semble étre déterminée par le niveau d’expression de protéines apoptotiques en aval des
récepteurs de mort (ex : FADD, caspase-3 et FLIP) (Chan ef al., 2000), mais semble
également étre fonction de 1’état prolifératif ou quiescent de la cellule (Bascands et al.,
2001) puisque des études réalisées sur des CML transfectées avec le facteur de transcription
c-myc ont montré que la prolifération forcée augmente le risque de ces cellules d’entrer en
apoptose (Bennett ef al., 1994). Cette caractéristique des cellules prolifératives, outre son
implication possible dans la détermination de la population ciblée par I’apoptose, pourrait,
en plus des mécanismes énoncés plus haut, contribuer a la fermeture de la fenétre
apoptotique puisque les antihypertenseurs étudiés atténuent la prolifération cellulaire dans
’aorte du SHR. L’implication des fibroblastes adventitiels dans la réponse apoptotique
médiale demeure une possibilité, surtout depuis la reconnaissance de leur participation a
divers processus incluant la formation de la néo-intima (Sartore et al., 2001). Des
fibroblastes adventitiels ““activés™ pourraient ainsi participer a la modification
phénotypique de CML médiales et 4 moduler leur sensibilité a ’apoptose. La signature
(identification) d’un jeu commun de génes prédisposant a I’apoptose et enrichis dans les
organes touchés pourrait étre déterminée a I’aide d’études de profilage génique réalisées sur
I’aorte de SHR témoins et aprés I’élimination de ces cellules par les antihypertenseurs.

Autrement, I’apoptose observée dans 1’aorte pourrait représenter un événement stochastique
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et les cellules survivantes seraient alors celles qui auraient acquis une résistance a

I’apoptose.

4.1.5 Role de apoptose dans la régression de I’hypertrophie vasculaire

La possibilité de prévenir le remodelage cardiovasculaire avec des bloqueurs du
SRA et des BCC est connue depuis fort longtemps. Plus récemment, il a ét¢ démontré que
le renversement de ce remodelage une fois qu’il est établi est également possible avec
certains antihypertenseurs et méme désirable, voire recherché en raison de la diminution de
facteurs de risque associés a I’hypertrophie cardiovasculaire. Or, les mécanismes mis en jeu
lors de l’initiation de cette régression demeurent débattus et les résultats de cette thése
apportent de précieux éclaircissements sur le sujet. Notre groupe a préalablement rapporté
que les agents antihypertenseurs capables de renverser I’hypertrophie cardiovasculaire chez
le SHR induisent également une délétion de CML aortiques et de fibroblastes cardiaques
associée a une activation transitoire de la machinerie apoptotique. Cette élimination de
I’hyperplasie cardiovasculaire pourrait expliquer la différence d’efficacité rapportée dans
certaines études cliniques entre diverses classes d’antihypertenseurs. Une discussion

concernant nos données cardiaques sera présentée a la section suivante (4.1.6).

Nos résultats présents soutiennent que peu importe la classe d’antihypertenseurs
renversant 1’hypertrophie aortique, environ la moitié de I’effet sur la masse du vaisseau
peut étre attribuée a la réponse apoptotique massive. Bien que répétés avec trois classes de
médicaments et provenant d’études produites sur un nombre suffisant d’animaux et
présentant une faible erreur standard, ces résultats détonnent par rapport aux études
précédentes du laboratoire indiquant que 1’apoptose est responsable de la totalité¢ de la
régression de I’hypertrophie aortique obtenue avec les antagonistes AT, (Tea et al., 2000;
Marchand et al., 2003). Cependant, ces études ont été arrétées plus rapidement que celles
présentées ici (6 et 14 jours vs 21 et 28 jours), ce qui pourrait avoir empéché la mise en
place de l’effet d’autres composantes sur le controle de masse aortique, telle que la
réduction de la tension artérielle. L’élimination de prés de 30% des cellules composant la
média de I’aorte chez le SHR souléve des interrogations quant aux conséquences de cette

apoptose massive, particulierement en raison du fait que les anévrismes artériels se



267
caractérisent par une perte marquée de CML [réduction de plus de 70% de la densité
cellulaire (Lopez-Candales et al., 1997)] et qu’une telle apoptose peut provoquer une
réponse inflammatoire (Schaub et al., 2000; Bowen-Pope & Schaub, 2001) et/ou pro-
coagulante (Littlewood & Bennett, 2003). Les conséquences d’une apoptose massive sur un
vaisseau normal (sans plaques d’athérosclérose) ont récemment été éclaircies par les €tudes
du groupe de Bennett (Clarke et al., 2006). Ils ont générés des souris transgéniques adultes
exprimant le récepteur humain de la toxine de la diphtérie uniquement dans les CML des
moyens et gros vaisseaux : I’administration de la toxine de la diphtérie a ces souris pendant
28 jours réduit, par apoptose, la densité de CML de 50 a 70% sans infiltration de cellules
inflammatoires. De plus, les propriétés contractiles des vaisseaux suite a la perte de cellules
n’ont pas été altérées (tension développée en réponse a divers agonistes), quoique lorsque la
tension est calculée en fonction d’un nombre fixe de cellules, la hausse obtenue suite a
’apoptose massive suggére que les cellules survivantes s’adaptent et développent une plus
grande réponse. Donc, la réponse apoptotique que nous observons pourrait bien se produire
sans réponse inflammatoire ni réduction néfaste des propriétés contractiles : cette apoptose
serait alors en tout point ~“thérapeutique” . Les auteurs concluent par contre que 1’apoptose
n’initie pas par elle-méme le remodelage vasculaire (Clarke et al., 2006) : cette conclusion
doit toutefois étre remise en question étant donné qu’aucune mesure d’aire de section ou de
masse du vaisseau n’est présentée, les auteurs ne se basant que sur le fait que le ratio du
nombre de cellules sur la circonférence de la lumiére vasculaire demeure inchangé entre les
souris ayant recu la toxine pendant 28 jours et celles dont I’administration a été stoppée

pendant 14 jours suite au protocole de 28 jours.

4.1.5.1 Autres mécanismes

Etant donné que la moitié de la régression de I’hypertrophie aortique n’a pu étre
prévenue par un blocage complet de I’apoptose initiée par les antihypertenseurs en présence
d’un antagoniste By, il est clair que d’autres mécanismes participent a la régression de ce
remodelage. Simplement, outre la réduction du nombre de CML dans la média de I’aorte du
SHR, une réduction de la taille des CML médiales ainsi qu’une diminution de I’espace
occupé par la matrice extracellulaire pourraient permettre une réduction de I’hypertrophie

aortique. Des facteurs mécaniques, telle que la réduction des diverses forces (tension
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pariétale, tension longitudinale, etc.) appliquées a la structure vasculaire, pourraient

expliquer ces effets indépendants de I’apoptose sur le remodelage vasculaire.

En ce qui concerne I’effet de la pression sur le remodelage vasculaire, il est
intéressant de noter que les agents antihypertenseurs utilisés abaissent la pression artérielle
trés rapidement et qu’une réduction, quoique non significative, de ’aire de section aortique
s’observe invariablement bien avant la phase transitoire d’apoptose. Il n’y a donc qu’un pas
a franchir avant d’émettre I’hypothése que cette baisse rapide de I’hypertrophie du
vaisseau, contribuant a ’effet anti-hypertrophique cumulatif observé aprés trois ou quatre
semaines de traitement, soit causée par la chute de pression intra-vasculaire. Le fait que
I’administration d’une faible dose d’un antagoniste AT, (prévenant I’augmentation de la
pression artérielle sans toutefois la réduire) ne produise aucune réduction ou tendance vers
une réduction de la masse aortique chez le SHR supporte cette idée. D’une fagon similaire,
si nous démontrons que I’effet pro-apoptotique de I’amlodipine s’obtient également avec
son énantiomére R+ dénué d’effet sur la pression artérielle, nous nous attendons a perdre
50% de I’effet anti-hypertrophique de I’amlodipine avec cet énantiomére, ce qui
correspondrait a la portion dépendante de la chute de pression et qui ne peut étre prévenue
par la co-administration d’un antagoniste By. Les résultats concernant le réle des kinines
dans le contrdle de la tension artérielle soulévent des interrogations justifiées. L’ajout d’un
antagoniste By lors du traitement a 1’énalapril n’a pas atténué I’effet antihypertenseur
chronique de cet iECA chez le SHR, ce qui concorde avec notre compréhension actuelle
des kinines. En effet, celles-ci participent plutdt a la chute de pression aigué obtenue avec
un iECA, soit dans les premiéres heures suite a I'administration de l'énalapril, et
particuliérement via le RB; qui se désensibilise rapidement. De plus, les kinines semblent
plut6t impliquées dans le controle de la tension artérielle par les iECA dans les modéles
rénovasculaires d’hypertension que dans les modeéles génétiques (Bao et al., 1992; Zhu et
al., 1995). Cependant, I’antagoniste B; R-954 a complétement prévenu la baisse de pression
obtenue avec I’antagoniste AT, valsartan. Cet effet est surprenant par la totalité de 1’effet
antihypertenseur dépendant du RB, et devra étre confirmé par une lecture de la pression par
télémétrie qui s’approche plus des conditions physiologiques (animaux non stressés par la
manipulation, pas d’anesthésie influencant la réponse, etc.). Une possibilité découle

toutefois de I’explication suivante. En présence du valsartan, les niveaux d’Ang II grimpent
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(Ia boucle de rétro-inhibition en aval du récepteur AT, n'étant plus activée), ce qui
surstimule le récepteur AT, et permet 1’activation de kininogénases. Etant donné que les
récepteurs AT, ne se désensibilisent pas, une forte production de kinines pourrait participer
a la baisse de pression via le RB,, qui ne se désensibilise pas lui non plus. Par ailleurs, il est
connu que la réduction du débit sanguin (Cho et al., 1997) ou de la tension longitudinale
(Jackson et al., 2002) puisse induire ’apoptose vasculaire, et que celle-ci se produirait alors
aléatoirement dans les CML des vaisseaux. Toutefois, les évidences actuelles dans notre
modéle vont plut6t a I’encontre d’un role majeur de la baisse de pression artérielle dans la
réponse apoptotique observée avec les antihypertenseurs. Brievement, méme s’il produit
une réduction de pression €quivalente aux autres antihypertenseurs étudiés chez le SHR,
I’hydralazine, un vasodilatateur, ne parvient pas a initier une réponse apoptotique (deBlois
et al., 1997). De plus, lors d’études précédentes avec les antagonistes AT, chez le SHR, la
co-administration soit d’un antagoniste AT, (Tea et al., 2000), soit d’un inhibiteur de
caspases (Marchand et al., 2003), n’a nullement atténué 1’effet antihypertenseur bien que la
réponse apoptotique ait pu étre prévenue complétement. De la méme fagon, les résultats de
la présente thése montrent que ’apoptose de CML en réponse a 1’énalapril est prévenue
entiérement par un antagoniste B sans que ce dernier affecte la pression artérielle. Bref, ces
données expérimentales suggérent fortement que I’apoptose lors de la phase précoce de la
régression de I’hypertrophie cardiovasculaire peut étre dissociée de la baisse de pression

chez le SHR.

L’atténuation de la prolifération cellulaire dans I’aorte, décrite dans cette thése en
réponse a I’amlodipine et a 1’énalapril et préalablement démontrée avec les antagonistes
AT, (deBlois et al., 1997), peut aussi participer a la normalisation de 1’hypertrophie
vasculaire puisqu’elle contribue a rééquilibrer le ratio entre la prolifération et la mort
cellulaire qui penche en faveur de la prolifération chez le SHR. Précédemment, notre
groupe a rapporté que cette inhibition de la synthése d’ADN peut étre dissociée de la
réponse apoptotique (deBlois ef al., 1997), mais il demeure possible que les cellules
éliminées par apoptose soient justement celles qui présentaient une prolifération accélérée.
Nos évidences actuelles, quoique indirectes, suggérent que le RB; des kinines,
contrairement a son rdle dans I’apoptose de CML aortique chez le SHR, ne participe pas a

I’inhibition de la prolifération observée lors du traitement & 1’énalapril. La réduction de la
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Kipl btenues avec

phosphorylation des MAPKs ainsi que la hausse de I’expression de p27

I’énalapril n’ont pas été prévenues par 1’ajout de I’antagoniste B; R-715.

4.1.6 Apoptose cardiaque

Les résultats présentés dans cette thése montrent que l’apoptose transitoire de
fibroblastes cardiaques interstitiels déclenchée rapidement lors du traitement des SHR avec
un BCC, I’amlodipine, correspond temporellement avec la régression de I’HVG, en accord
avec ce qui avait été suggéré précédemment pour les iECA et les antagonistes AT, (Der
Sarkissian et al., 2003). Plus précisément, cette apoptose survient au moment ou la
réduction de ’'HVG devient statistiquement significative et bien avant I’effet du traitement
sur la taille des cardiomyocytes, suggérant que 1’apoptose des fibroblastes cardiaques
interstitiels en réponse a I’amlodipine contribue principalement a la phase précoce de la
régression de I’HVG. Cette apoptose pourrait présenter une composante dépendante de la
pression puisque nous observons un tel effet uniquement dans le ventricule gauche. Ainsi,
un changement, comme par exemple ’expansion / apparition d’une sous-population
cellulaire particuliérement sensible a 1’apoptose, pourrait survenir en réponse a la surcharge
pressive dans le ventricule gauche, et I’induction de I’apoptose sélectivement dans ces
cellules permettrait la correction de cette altération. De plus, nous avons décelé une
modulation spatiale de la réponse a I’amlodipine en ce sens que la région présentant
originalement une perte de fibroblastes (sous-épicarde) constitue la région ou la taille des
cardiomyocytes a été réduite en premier, et que parallelement le sous-endocarde, ayant été
le dernier site d’élimination de fibroblastes par apoptose, est celui qui a mis le plus de
temps a produire une correction de la taille des cardiomyocytes. Cela nous suggére que
I’apoptose des fibroblastes interstitiels serait a I’origine d’une réduction d’un signal de
croissance produit par les fibroblastes (en raison de leur nombre abaissé) et destiné aux
cardiomyocytes, par exemple le bFGF (Pellieux et al, 2001; Manabe et al., 2002).
Cependant, ces interprétations ne se basent que sur des corrélations spatio-temporelles, et il
est évident que ces points devront étre testés directement d’une autre fagon, soit par
exemple en déterminant si le fait d’inhiber les caspases lors de la réponse cardiaque a
’amlodipine prévient a la fois la phase précoce de régression de ’HVG et la modulation a

plus long terme de la masse des cardiomyocytes.
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Cependant, les mécanismes moléculaires impliqués dans cette réponse apoptotique
nous échappent encore. Contrairement aux mécanismes initi€és dans 1’aorte, les antagonistes
AT, n’induisent pas 1’apoptose des fibroblastes cardiaques via le récepteur AT, (Der
Sarkissian, S et al, données non publi€es), et les effets cardiaques pro-apoptotiques des
iECA, des antagonistes AT, et des BCC n’impliquent pas le syst¢éme des kinines. Notre
hypothése actuelle reliant simplement ces trois classes d’antihypertenseurs s’appuie donc
sur une atténuation de signaux de survie, dépendants du calcium et/ou relayés par le
récepteur AT, de I’Ang II. Ces signaux sont multiples et incluent entre autres I’activité des
MAPK ERK1/2 (Tran et al., 2001b) et celle de la voie PI3K / Akt (Tian et al., 2003). Une
hypothése générale envisage que la survie des fibroblastes cardiaques interstitiels soit
contrélée par un signal provenant des cardiomyocytes et permettrait de réconcilier le fait
que I’amlodipine, bloquant les canaux calciques dépendant du voltage, avec une sélectivité
pour les tissus vasculaires, induise a forte dose 1’apoptose de cellules non excitables, les
fibroblastes. En atténuant un tel signal (possibilités: ostépontine, ET-1, TGF-f, bFGF, etc.),

les antihypertenseurs pourraient donc rendre permissive 1’apoptose dans les fibroblastes.

En revanche, nous ne pouvons écarter la possibilit¢ que I’amlodipine ait agit
directement sur certains fibroblastes, et I’argumentation suivante soutient cette avenue. Les
fibroblastes constituent normalement une population cellulaire non excitable n’exprimant
donc pas les canaux Cayl.2, bien que certaines cellules non excitables, comme les
ostéoblastes (Meszaros ef al., 1996; Nishiya & Sugimoto, 2001) et les cellules B du
pancréas (Namkung ef al., 2001), expriment ces canaux fonctionnels. L’hétérogénéité de la
population de fibroblastes (Thy-17, Thy-1", myofibroblastes, etc.) permet de spéculer que
certains sous-types puissent étre ciblés par ’amlodipine. Par exemple, la récente
identification de canaux Cayl.2 sur les cellules hépatiques stellaires (similaires aux
myofibroblastes) (Bataller et al., 2001; Sancho-Bru et al., 2005) suggére que I’influx
calcique dans les myofibroblastes peut étre inhibé par un BCC et que ces cellules sont donc
particuliérement sensibles a 1’apoptose initiée par 1’amlodipine. Cette hypothése pourrait
aisément étre vérifiée tout d’abord en isolant des fibroblastes cardiaques pour les mettre en
culture afin de les laisser se différencier en myofibroblastes (phénomeéne accéléré en culture

par ’ajout de TGF-PB) et ensuite en ajoutant I’amlodipine au milieu de culture de fagon a
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déterminer si une réponse apoptotique s’observe (activation de caspases, fragmentation de
I’ADN, etc). De plus, la co-localisation sur des coupes histologiques du marqueur classique
des myofibroblastes, I’a-actine de muscle lisse, et de marqueurs de 1’apoptose, tel que
I’ADN fragmenté, constitue une approche pouvant identifier des myofibroblastes
apoptotiques in vivo. Toutefois, basé sur I’expression de 1’a-actine de muscle lisse dans des
cellules cardiaques non vasculaires, nous n’avons décelé qu’une infime population de
myofibroblastes dans le ventricule gauche des SHR témoins 4gés de 11 semaines (Duguay,
D et al., données non publiées). Il appert par contre que le myofibroblaste représente
’extrémité d’un continuum de phénotypes de fibroblastes dits ““activés™. L’amlodipine
pourrait donc cibler dans notre modéle des cellules identifiées par certains auteurs comme
des ““proto-myofibroblastes” ou encore des fibroblastes ““activés™, exprimant la chaine
lourde embryonnaire de myosine non musculaire (SMemb), apparaissant entre autres suite a
’application d’une surcharge pressive (Shiojima et al., 1999; Rabkin et al., 2001). Par
ailleurs, des actions de I’amlodipine sur d’autres types cellulaires n’exprimant pas les
canaux Cayl.2, telle que l’inhibition de PKC dans les cellules endothéliales et les
monocytes (Hempel et al., 1999; Yu et al., 2003), pourraient étre a la base de I’effet
observé a forte dose sur les fibroblastes. A cet égard, Yu et al. (2003) ont montré que
I’amlodipine (quoique a trés forte dose, 10 uM) réduit la majeure partie de la hausse de
calcium intracellulaire en réponse au PMA (phorbol 12-myristate 13-acétate) dans la lignée
monocytaire THP-1 dépourvue de canaux CaV,,. Ces auteurs ont attribué 1’effet de
I’amlodipine a une inhibition d’un SOC possédant une forte homologie avec les canaux
calciques voltage-dépendant et qui pourrait également étre sensible aux dihydropyridines
(Willmott er al., 1996). La déplétion du réticulum sarcoplasmique en calcium relayée par
I’IP; en réponse a des agents mitogéniques ou a des facteurs de croissance résulte en
’activation subséquente de canaux SOC déclenchant I’entrée de calcium dans la cellule et
dont I’identité n’est pas encore clairement démontrée, mais qui pourraient correspondre a
certains canaux cationiques TRP (Parekh & Putney, Jr., 2005), dont TRPC7. Il a été
proposé que I’entrée de calcium par ces canaux SOC soit impliquée dans la hausse de
calcium cytosolique et nucléaire requis pour le contrdle de la contraction, de la prolifération

cellulaire et de I’apoptose (Parekh & Putney, Jr., 2005).
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Par ailleurs, il a été rapporté qu’une apoptose massive peut, malgré le caractére
normalement ~“propre”> de cette forme de mort cellulaire, déclencher une réponse
inflammatoire (Schaub er al., 2000; Bowen-Pope & Schaub, 2001). Dans les présentes
études, nous avons remarqué une infiltration mineure de monocytes/macrophages dans le
ventricule gauche qui fait suite temporellement au déclenchement de la machinerie
apoptotique. Cependant, cette infiltration a été complétement résorbée a la fin de la période
expérimentale et n’a nullement été associée a un cedéme cardiaque puisque le pourcentage
d’eau dans le ventricule gauche est demeuré le méme avant et aprés le traitement de 28
jours a I’amlodipine (Duguay, D et al, données non publiées). Nous ne pouvons par contre
ignorer la possibilité qu’un cedéme aigu puisse étre apparu et corrigé lors du traitement,
bien que ceci ne semble pas affecter la fonction ventriculaire (Fischer et al., 2006), ou
encore qu’un programme d’expression de génes pro-inflammatoires puisse avoir été activé
lors de I’apoptose massive (Schaub et al., 2000) et que cet état persiste et soit néfaste lors

de la prolongation du traitement & 1’amlodipine.

4.2 Limitations du modéle utilisé et des études présentées

Le modéle utilisé dans cette thése, le SHR, malgré les avantages qu’il présente
(développement a long terme de I’hypertension contrairement aux modeles aigus,
remodelage structural trés bien documenté, réponse bien caractérisée aux antihypertenseurs,
rapidité de cette réponse, petite taille, etc.), posséde des limitations dont nous devons étre
conscients. Ainsi, le SHR n’est qu’un modéle expérimental d’hypertension essentielle et les
conclusions tirées de nos études ne doivent étre extrapolées a I’hypertension essentielle
humaine qu’avec une extréme précaution et préférentiellement suite a des études
supplémentaires effectuées chez I’humain. Il est présentement impossible d’évaluer la
correspondance entre nos résultats obtenus dans un modéle animal et les mécanismes
orchestrés lors de la régression du remodelage cardiovasculaire chez I’humain hypertendu.
Bien que des études présentant des données d’échocardiographie ou obtenues sur des
petites artéres de résistance disséquées lors de biopsies glutéales indiquent que les
antihypertenseurs qui induisent I’apoptose dans notre modéle produisent une meilleure
correction de la structure cardiovasculaire chez I’humain, il n’existe aucune preuve directe

de la participation de I’apoptose & ces processus chez I’humain. Il faut également garder a
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I’esprit que les causes génétiques complexes de I’hypertension chez le SHR demeurent
vaguement comprises et qu’un défaut génétique particulier pourrait faire en sorte que les
effets décrits dans cette thése ne seraient observés que dans une sous-population d’humains
diagnostiqués avec une hypertension essentielle. Face a ces considérations, il devient trés
pertinent d’initier des études chez le SHR visant a identifier un marqueur sérique relaché
lors de la réponse apoptotique, donc de fagon transitoire, qui pourrait par exemple étre FasL
soluble. Un tel marqueur, par sa détection éventuelle chez I’humain lors d’une étude
cinétique suite a Pinitiation de 1’administration d’un antihypertenseur et suite a sa
validation par des études histologiques, permettrait de mettre en é€vidence une réponse
apoptotique similaire a celle observée chez le SHR. Des techniques non invasives visant a
identifier et localiser une réponse apoptotique chez I’humain existent, principalement sous
la forme d’une injection intraveineuse de (99m)Technicium couplé a ’annexine V
reconnaissant les groupements PS exposés sur les cellules apoptotiques (Flotats & Carrio,
2003). Bien que cette méthode ait été employée pour confirmer la perte de cardiomyocytes
par apoptose suite a I’infarctus du myocarde, il est difficilement envisageable de réaliser
des études similaires en réponse aux antihypertenseurs chez I’humain, tout particulierement
en raison des questionnements entourant le délai nécessaire avant I’initiation de 1’apoptose

et I’étalement de cette réponse sur une période d’une durée inconnue.

Les études réalisées chez le SHR permettent donc de définir les mécanismes
généraux impliqués dans la phase précoce de régression de I’hypertrophie cardiovasculaire.
En revanche, I’étude de la régulation fine des processus impliqués dans I’apoptose
représente un défi pour au moins trois raisons interreliées, soit la rapidité du processus
apoptotique, la variabilité des cinétiques apoptotiques entre les médicaments de différentes
classes et la variabilité de la cinétique apoptotique en réponse au méme antihypertenseur
d’une étude a I’autre. Ces contraintes pourraient étre levées par le développement d’un
modéle ex vivo (études sur des explants d’aorte recréant I’environnement in vivo sans I’effet
de la pression), mais non par 1’utilisation de CML aortiques de SHR irn vitro puisqu’une
forte proportion de CML sont perdues par apoptose lors de la mise en culture des CML par
digestion enzymatique du tissu (Duguay, D ef al., données non publiées). En effet, lorsque
les CML de I’aorte de SHR sont mises en culture par un protocole standard, nous obtenons

une population cellulaire relativement homogéne quant a la morphologie et & la croissance,
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tandis que 1’ajout d’un inhibiteur de caspases (z-VAD-fmk, 40 um) lors de la digestion
réduit significativement 1’apoptose et méne a [’apparition d’une population
morphologiquement hétérogéne et possédant une cinétique de croissance différente. Cela
suggére qu’une population sensible a I’apoptose (la méme qui est éliminée par les

antihypertenseurs?) est perdue lors de la mise en culture sans inhibiteur de caspases.

Afin de confirmer encore plus solidement certains résultats présentés dans cette
thése (roles de la voie extrinséque de I’apoptose, des kinines et du RB, des kinines), des
études supplémentaires doivent étre suggérées. Tout d’abord, maintenant que des
inhibiteurs spécifiques des différentes caspases existent et peuvent étre administrés in vivo,
il sera possible d’inhiber caspase-8 et de déterminer si nous prévenons ainsi a la fois
’activation des caspases effectrices en aval de celle initiatrice de la voie extrinseque et la
portion de la régression de 1’hypertrophie vasculaire dépendante de 1’apoptose. Ensuite, un
role direct du RB, dans I’apoptose aortique en réponse aux BCC et antagonistes AT, pourra
étre établi en sacrifiant des SHR au moment ou 1’apoptose est en cours de facon a
déterminer si la co-administration d’un antagoniste B, en plus de prévenir la chute du
nombre de cellules, empéche 1’activation des caspases et la fragmentation de I’ADN. De
plus, ’administration d’un agoniste du RB; pourrait produire un effet comparable aux
antihypertenseurs étudiés quant au remodelage vasculaire dépendant de 1’apoptose (& moins
que I’induction du RB, ne soit vraiment un élément critique), alors qu’un inhibiteur de la
kallikréine (kininogénase), comme [I’aprotinine ou la RKBP (rat kallikrein-binding
protein), préviendrait la réponse apoptotique a un antagoniste AT, si celle-ci nécessite bel
et bien une hausse de la production des kinines. Pour la réponse apoptotique et anti-
hypertrophique rapide observée avec I’amlodipine, certaines pistes méritent une
investigation plus poussée. Ainsi, il serait intéressant de vérifier si 1’apoptose vasculaire
et/ou cardiaque initiée par ’amlodipine est relayée par le blocage de canaux calciques ou
par un des autres mécanismes associés a ce BCC (décrits a la section 1.3.3.1) :
I’administration de 1’énantiomére R+ de I’amlodipine, dénué d’action sur les canaux
calciques, apporterait une clarification a ce niveau. Cette hypothése est émise puisque les
doses requises pour renverser ’HVG chez le SHR sont au moins dix fois plus grandes que
celles permettant un blocage efficace des canaux Cay. La cinétique rapide et bien

caractérisée dans le muscle lisse aortique en réponse a I’amlodipine fait en sorte que ce
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modéle permettrait d’identifier les mécanismes participant a 1’apoptose déclenchée par cet
antihypertenseur (activité de PI3K, activité de PKC et sa translocation nucléaire, relache de

NO dépendante du RBy, niveau d’expression de c-FLIP, etc.).

4.3 Implications cliniques

Les agents antihypertenseurs réduisant / renversant 1’hypertrophie cardiovasculaire
semblent pouvoir réduire des facteurs de risques cardiovasculaires au-dela de ce qui est
prévu par I’obtention d’une baisse de tension artérielle, tel que suggéré par des études
cliniques comme LIFE (Dahlof et al., 2002) , ASCOT (Dahlof et al., 2005) , MOSES
(Schrader et al., 2005) et SCOPE (Lithell et al., 2003). Cependant, il demeure prématuré
d’extrapoler les résultats présentés dans cette thése a la situation chez ’humain, bien que
des effets structuraux bénéfiques similaires a ceux identifiés ici chez le SHR aient été
rapportés chez les patients traités avec des inhibiteurs du SRA et des BCC. De plus,
I’importance physiologique de 1’apoptose impliquée dans la phase précoce de la régression
de I’hypertrophie cardiovasculaire en réponse a des antihypertenseurs demeure inconnue.
Au niveau cardiaque, nous postulons que la modulation temporelle de I’apoptose pourrait
permettre une protection a long terme des organes cibles. Ainsi, lors de Iinitiation du
traitement avec un antihypertenseur (iIECA, antagoniste AT; ou BCC), I’élimination par
apoptose des fibroblastes excédentaires (par rapport a la densité cellulaire observée dans un
ceeur de rat normotendu) pourrait prévenir I’éventuelle augmentation de la fibrose
cardiaque, tout simplement en raison de la réduction du nombre de cellules produisant du
collagéne. Etant donné que la fibrose cardiaque participe profondément & la transition de
I’état compensé de P’HVG vers I’insuffisance cardiaque, une telle atténuation du dép6t de
matrice extracellulaire suite 4 ’élimination de fibroblastes par apoptose pourrait protéger le
ceur 4 long terme. A I’opposé, des études tendent a démontrer que ces mémes
antihypertenseurs modulent & la baisse I’apoptose cardiaque lors d’un traitement prolongé,
mais cette fois dans le compartiment myocytaire (Fortuno et al., 2003). Cela permettrait
d’atténuer la perte de cardiomyocytes qui participe activement a la transition vers
Pinsuffisance cardiaque. Un tel effet anti-apoptotique au niveau des cardiomyocytes a été
attribué a un iECA chez le SHR (Diez et al., 1997) et a un antagoniste AT, chez des

patients hypertendus (Gonzalez et al., 2002). En ce qui concerne les BCC, Gonzalez ef al.
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(2002) ont rapporté, en étudiant des biopsies de I’endomyocarde du septum droit, qu’un
traitement de douze mois a I’amlodipine n’atténue pas le nombre de cardiomyocytes
apoptotiques chez I’humain hypertendu. Cependant, des problémes méthodologiques
viennent remettre en question cette conclusion et d’autres études devraient confirmer ou
contredire cette derniére. Ainsi, ces auteurs n’ont évalué que le nombre de noyaux TUNEL-
positifs présents au moment de la biopsie; une évaluation du nombre total de cellules dans
I’organe, beaucoup plus représentative de I’impact du traitement prolongé sur la structure
cardiaque, n’a pas été réalisée. Par ailleurs, le nombre de cardiomyocytes apoptotiques lors
des biopsies initiales différait grandement entre les groupes (presque deux fois plus élevé
dans le groupe losartan vs amlodipine avant le début du traitement), suggérant que les
patients n’étaient pas au méme stade de la pathologie ou différaient en terme d’4ge (donnée
non incluse dans cette publication) (Gonzalez et al., 2002). Les mécanismes impliqués dans
la préservation des cardiomyocytes par certains antihypertenseurs demeurent mal
caractérisés. Ils semblent impliquer une modulation de ’expression des protéines pro- et
anti-apoptotiques Bax et Bcl-2 (Gonzalez et al., 2002) et pourraient faire intervenir une
augmentation de ’expression cardiaque de la protéine anti-apoptotique ARC qui semble
requise pour la cardioprotection contre le stress biomécanique et ischémique et dont

I’expression est réduite chez des patients en insuffisance cardiaque (Donath et al., 2006;

Zhang & Herman, 2006).

En corrigeant le remodelage vasculaire structural, les antihypertenseurs appartenant
a la classe des iECA, des antagonistes AT, ou des BCC peuvent réduire la rigidité
artérielle. Cette rigidité, évaluée par la vitesse de ’onde de pouls et constituant le principal
déterminant de la pression pulsée, augmente de fagon indépendante le risque de morbidité
et de mortalité cardiovasculaire (Laurent et al., 2001). Entre autres, lorsque la rigidité des
vaisseaux de conductance s’éléve fortement, leur compliance s’altére tout autant (ex :
artériosclérose ou athérosclérose) et les ondes de flot pulsé peuvent alors se répercuter dans
le ventricule gauche et ainsi déclencher son remodelage. Une réduction de la rigidité
artérielle, se traduisant par une augmentation de la compliance au niveau des grosses artéres
de conductance, constitue maintenant un objectif de la thérapie antihypertensive et une
bonne fagon d’évaluer son efficacité. Etant donné que la phase transitoire d’apoptose de

CML participe a la correction du remodelage vasculaire, il est fort probable qu’elle
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contribue, avec d’autres facteurs comme la réduction du ratio entre le contenu artériel en
collagéne par rapport a la quantité d’élastine, a la réduction de cette rigidité. Il serait
approprié¢ d’évaluer I’impact de 1’apoptose et du remodelage vasculaire sur la compliance
des gros vaisseaux en évaluant la pression pulsée par la mesure de la vitesse de 1’onde de
pouls. Une autre possibilité concernant I’apoptose et le remodelage vasculaire est qu’en
participant & la réduction de la rigidité artérielle, ces composantes pourraient affecter la
masse du ventricule gauche dans notre modéle (Roman et al., 2000). En effet, une baisse de
rigidité artérielle peut réduire la charge cardiaque, selon les mémes principes a I’origine de
I’hypothése biomécanique présentée plus haut concernant le développement de ’'HVG.
Puisque nous observons 1’apoptose dans 1’aorte avant celle dans le cceur, il nous est permis
de penser qu’un lien causal unit ces deux réponses. Cependant, bien que I’hypothese
biomécanique (relation causale entre rigidité artérielle et remodelage cardiaque hypertensif)
puisse participer a I’initiation de I’'HVG, elle ne semble pas pouvoir expliquer la régression
de ’HVG obtenue avec divers antihypertenseurs chez le SHR. En effet, selon nos résultats,
lorsque I’apoptose de CML aortiques en réponse a 1’énalapril, participant directement a la
régression de I’hypertrophie aortique, est prévenue complétement par un antagoniste du

RB, des kinines, la régression de ’HVG n’est nullement affectée.

En somme, un bref traitement antihypertenseur, renversant I’hypertrophie
cardiovasculaire en partie via I’apoptose de CML et de fibroblastes cardiaques, pourrait
protéger a long terme les organes cibles de la pathologie hypertensive. L’impact d’un tel
traitement pourrait étre testé chez le rat par exemple lors d’une insulte sévere (inhibition du
NO ou infusion d’Ang II) survenant suite & une bréve administration d’un iECA, d’un
antagoniste AT; ou d’un BCC suivie d’une période sans traitement. Ces études, qui sont
présentement en cours dans le laboratoire, permettront de mettre en valeur le réle possible
de I’apoptose (et du renversement du remodelage pathologique associé) dans les effets
bénéfiques & long terme des antihypertenseurs. Dans le méme ordre d’idée, Baumann et al.,
(2007) ont récemment rapporté que chez le SHR, un bref traitement avec le losartan (de 4 a
8 semaines d’age) offre une cardioprotection a long terme (72 semaines d’4ge), tandis que
Sevilla et al. (2004) ont remarqué que la cardioprotection obtenue par un traitement de six
mois a I’amlodipine chez le SHR est conservée trois mois aprés ’arrét de la thérapie.

Cependant, ces auteurs n’ont pas évalué I’impact des traitements sur le nombre de cellules,
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le contenu en ADN, etc., de sorte que la participation de 1’apoptose a cet effet prolongé

demeure une question en suspens qui mérite une considération approfondie.

Les inhibiteurs du SRA comme les antagonistes AT, et les iECA produisent une
hausse des niveaux de rénine étant donné qu’ils réduisent I’efficacité de la boucle de rétro-
inhibition en aval du récepteur AT). Jusqu’a tout récemment, le point de vue prédominant
était que les effets de cette hausse de rénine étaient contrés plus loin dans la cascade du
SRA en présence d’un antagoniste AT, ou d’un iECA. Permettant une alternative aux
inhibiteurs classiques du SRA, ’inhibiteur de rénine aliskiren bloque 1’action catalytique de
la rénine sur la conversion de I’angiotensinogéne en Ang I. Par ailleurs, I’ajout d’une faible
dose d’aliskiren potentialise 1’effet antihypertenseur d’un antagoniste AT; ou d’un iECA
chez le SHR (Wood et al., 2005), ce qui suggére que la rénine posseéde d’autres propriétés,
potentiellement via le récepteur de la rénine / prorénine récemment cloné (Nguyen ef al.,
2002). Cependant, cette étude chez le SHR doit étre interprétée avec précaution puisque
I’aliskiren est un inhibiteur de la rénine humaine [ICsy de 0,6 nmol/L chez I’humain vs 80
nmol/L chez le rat (Wood et al., 2003)] et a donc da étre employé a de fortes doses (allant
jusqu’a 100 mg/kg/jour). Une étude chez le rat double transgénique (rénine et
angiotensinogéne humains) confirme les effets antihypertenseurs et cardio et
rénoprotecteurs de 1’aliskiren (Pilz er al., 2005). En ce qui concerne le récepteur de la
rénine / prorénine, nous savons maintenant qu’il permet I’activation non protéolytique de la
prorénine et qu’il initie ainsi une signalisation intra-cellulaire pro-fibrotique (Ichihara er al.,
2006). Cela pourrait contrer certains effets bénéfiques a long terme des inhibiteurs du SRA
et expliquer pourquoi, malgré le fait que ces traitements préviennent / renversent
Phypertrophie cardiovasculaire, ils ne font que retarder la (ré)apparition des dommages aux
organes cibles. Bien que 1’aliskiren puisse bloquer plus efficacement le SRA (inhibition
compléte de la formation d’Ang II), il se pourrait que certaines actions bénéfiques des
antagonistes AT, et des iECA ne soient pas imitées par cet inhibiteur de rénine, notamment
en ce qui concerne le renversement du remodelage cardiovasculaire pathologique
dépendant de I’apoptose relayée par les kinines. Ainsi, la combinaison d’un antagoniste
AT; ou d’un iECA avec un éventuel antagoniste non compétitif du récepteur de la rénine /
prorénine semble pour I’instant offrir une possibilité fort intéressante quant au traitement

des maladies cardiovasculaires.
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La réponse apoptotique dépendante du RB, des kinines que nous avons décrite lors
d’un traitement avec un iECA, un antagoniste AT} ou un BCC pourrait étre appliquée a
d’autres situations pathologiques ou se produit I’accumulation néfaste d’une population de
CML ou de fibroblastes sensibles a I’apoptose. Ces situations incluent entre autres les
cicatrices cutanées hypertrophiques, I’hypertension pulmonaire et de nombreuses formes de
fibrose (post-opératoire, hépatique, cardiaque, etc.). D’ailleurs, notre groupe a rapporté que
des inhibiteurs du SRA et des BCC renversent, via un processus apoptotique, la néo-intima
établie suite a une lésion vasculaire (Lemay et al., 2000; Lemay et al., 2001). Il serait
intéressant de déterminer si 1’apoptose dans ce modéle de 1ésion vasculaire est également
relayée par le RB, étant donné qu’il a été rapporté que 1’angioplastie avec un ballonnet
augmente I’ARNm du RB, (Agata et al, 2000; Barker et al., 2006) et que ce récepteur
participe a la prévention de la formation de la néointima par la kallikréine (Agata ef al.,
2000) ou par le valsartan (Barker ef al., 2006). A I’opposé, ’apoptose de CML dépendante
du RB; serait nuisible chez les patients dont les vaisseaux montrent des plaques

d’athérosclérose (Geng & Libby, 1995; Clarke et al., 2006).

A titre spéculatif, nos résultats soulévent des interrogations quant a I’efficacité et a
I’innocuité d’antagonistes B, présentement en développement par plusieurs compagnies
pharmaceutiques dans le but de traiter des complications associées au diabéte. En effet,
chez le rat diabétique de type II (modéle développé par une diéte riche en glucose), le RB,
produit des effets délétéres suite a son induction dans plusieurs tissus (neuronaux et
vasculaires) (El Midaoui et al., 2005; Campos et al, 2005) : il participe aux atteintes
neuropathiques (hyperalgésie et allodynie) et hémodynamiques (hypertension) (Gabra ef
al., 2003; Couture & Girolami, 2004). Le RB; semble donc jouer un réle thérapeutique ou
délétére dépendant du contexte. Cependant, la co-morbidité de plus en plus fréquente de
I’hypertension artérielle et du diabéte de type II, combinée au fait que les atteintes
vasculaires sont fréquentes chez les diabétiques et que les trois classes d’antihypertenseurs
mentionnés peuvent ralentir la progression de ces atteintes (athérosclérose et
artériosclérose) dans le diabéte, compliquent la situation. Ainsi, il est impératif que des
études supplémentaires déterminent si 1’administration d’un antagoniste B; chez le sujet

diabétique ou souffrant de douleurs chroniques empéche certains effets bénéfiques entre
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autres des iECA de se produire. A I’opposé, il demeure possible que le RB, participe
directement aux atteintes vasculaires chez le sujet diabétique et qu’un antagoniste By,
contrairement & ce que nous avons observé chez le rat hypertendu non diabétique, puisse

permettre le renversement du remodelage pathologique.
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4.4 Conclusion

La caractérisation des voies moléculaires de 1’apoptose in vivo initiée par des
antihypertenseurs de trois classes distinctes (iIECA, antagoniste AT, et BCC), abaissant la
tension artérielle par trois mécanismes différents, révéle, en ce qui concerne les CML
aortiques, une convergence au niveau du RB,; des kinines chez le SHR. De plus, cette
apoptose vasculaire est a I’origine de la moitié¢ de la régression de I’hypertrophie vasculaire
orchestrée par ces médicaments. Dans le cceur, bien que la réponse apoptotique conduisant
a ’élimination de fibroblastes interstitiels n’implique pas le systeme des kinines, cette
apoptose est temporellement corrélée avec la phase précoce de la régression de I’'HVG.
Cette apoptose thérapeutique participe donc au renversement de [’hyperplasie
cardiovasculaire pathologique. Un tel axe de recherche (élimination désirée de cellules en
excés) est en fait maintenant grandement considéré dans le développement de thérapies
novatrices visant a combattre entre autres I’hypertension pulmonaire, 1’obésité, la fibrose

(post-opératoire, hépatique, cardiaque, etc.) et les cicatrices cutanées hypertrophiques.

Advenant que ces réponses apoptotiques, observées rapidement suite a I’instauration
du traitement antihypertenseur dans un modéle expérimental, se manifestent également
chez ’humain hypertendu, elles pourraient contribuer aux effets bénéfiques a long terme de
ces traitements. Ainsi, comparativement aux thérapies conventionnelles, par exemple les
diurétiques, ne possédant pas d’effet anti-prolifératif ou pro-apoptotique, I’utilisation des
BCC et des inhibiteurs du SRA pourrait optimiser le traitement de I’hypertension artérielle
en effagant plus efficacement les dommages structuraux rencontrés dans les organes cibles
de la pathologie. En ce faisant, les réponses apoptotiques décrites dans cette thése
pourraient en partie contribuer a I’atténuation de facteurs de risque cardiovasculaire et ainsi
jouer un rdle primordial dans les effets bénéfiques des antihypertenseurs offrant, selon de
récentes études cliniques, un meilleur pronostic concernant la morbidité et la mortalité

cardiovasculaires.
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Apoptosis: molecular mechanisms

in hypertension

Taben M Hale, David Duguay and Denis deBlois

INTRODUCTION

Apoptosis is a highly regulated form of cell death that
acts as the essential counterpart of cell proliferation.!
Initially described in the context of organ morphogen-
esis in the invertebrate nematode and mammalian
embryo, apoptosis is often referred to as ‘programmed
cell death’. For instance, an increase in programmed
cell death of cardiomyocytes in the right ventricle has
been implicated in normal assymetrical postnatal mor-
phogenesis of the cardiac chambers.’ The identifica-
tion over the last 15 years of the key genes mediating
apoptotic cell death in mammalians has set the stage
for a remarkable increase in studies implicating apop-
tosis in cardiovascular diseases. As discussed below,
these include conditions where apoptosis is increased
relative to cell replication, such as in cardiomyocyte
loss during progression to heart failure, arterial atro-
phy leading to aneurysm, and capillary rarefaction in
hypertension. In contrast, decreased apoptosis rela-
tive to cell replication can lead to tissue hyperplasia,
as in arterial remodeling in hypertension and athero-
sclerosis. Finally, enhanced cell turnover due to an
increase in both apoptosis and cell proliferation has
been proposed as a mechanism leading to premature
endothelial cell senescence.

PATHWAYS OF APOPTOSIS

Apoptosis is regulated by a complex interplay of
environmental cues that are not specific for apoptosis
but are shared with common major signaling path-
ways for cell growth and differentiation. These include,
for instance, cytokines (e.g. Fas, tumor necrosis factor
(TNF), interleukin (IL)-6), growth factors (e.g. platelet-
derived growth factor (PDGF), insulin-like growth factor

(IGF)-1), endocrine mediators (angiotensin (Ang) I,
endothelin), reactive oxygen species (ROS, e.g. superox-
ide, hydrogen peroxide) and specific (0.,B,,8,) integrin
engagement with extracellular matrix components.’*
Several of these cues promote cell growth by increasing
cell survival via the activation of protein kinase path-
ways such as with PDGF or IGF-1 receptor, ERK-1/2,
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/Akt pathway or
focal adhesion kinase-1 (FAK-1) pathways. The regula-
tion of apoptosis shows a high degree of cell specificity.
For instance, AT, receptors for Ang II stimulate replica-
tion in vascular smooth muscle cells (SMCs) and cardiac
fibroblasts, and enhance apoptosis in cardiomyocytes
and macrovascular endothelial cells.* In addition to
target cell type, the effects on cell growth versus apop-
tosis are also dependent on the type and amount of
inducer, e.g. with low versus high levels of ROS having
opposite effects.®

In contrast to necrotic death — where cells typically
swell and show random DNA cleavage and lytic disin-
tegration of cytoplasmic and nuclear membranes, even-
tually triggering inflammation — apoptotic cells show a
characteristic well-ordained sequence of morphologi-
cal changes.!” These include chromatin condensation
and margination in sharply delineated masses at the
nuclear envelope, cytoplasmic condensation and rigid-
ification, cell volume shrinkage, as well as budding of
nuclear and plasma membranes to produce apoptotic
bodies containing closely packed, well-preserved
organelles. Figure 31.1 summarizes key intracellular
pathways of apoptosis. A specific feature of apoptosis
is the activation of calcium-dependent cysteine proteases
present as zymogen in all cell types: the caspases.® Over
the recent 15 years, the identification of the key genes
regulating apoptosis in mammalian cells has generated
investigative tools and spurred a wealth of studies that
have greatly increased our understanding of the role
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Figure 31.1 Pathways involved in death receptor or mitochondrial-mediated apoptosis. Death receptor (e.g. Fas) stimulation,
causes recruitment of fas associated death domain (FADD) and, activation of caspase-8, which then activates the executioner
caspases (e.g. caspase-3), responsible for typical apoptotic morphological changes. Activation of the pro-apoptotic factor,
Bid (via caspase-8), results in translocation of Bax to the mitochondrial membrane and release of cytochrome ¢ (Cyt ),
which then associates with apoptotic protease activating factor-1 (APAF-1) and caspase-9 causing activation of caspase-3.
The mitochondrial pathway of apoptosis can be stimulated directly by certain death triggers {e.g. oxidative stress) leading to an
upset in the balance between pro-apoptotic (e.g. Bax, Bad) and anti-apoptotic {e.g. Bcl-2) mitochondrial factors, and subsequent
Cyt c release. Stimulation of tyrosine kinase (TK) receptors may inhibit apoptosis via phosphatidylinosito! 3-kinase (PI3K) and
Akt activation. Finally, inhibitors of apoptosis proteins (IAPs) can prevent caspase-3 activation. PS, phosphatidyl serine

of apoptosis in cardiovascular disorders. In addition to To date, the caspase family includes 14 members
morphology, apoptosis is now defined biochemically mainly involved in apoptosis initiation (e.g. caspase-8
as ‘caspase-dependent cell death’ (other types of ‘pro- and -9), execution (e.g. caspase-3) or in cytokine

grammed cell death’ exist but are much less prevalent'®). maturation (e.g. caspase-1, also called interleukin-1
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converting enzyme). Caspases are activated by homo- or
hetero-dimerization followed by limited proteolysis
and generation of the active enzyme. Apoptosis can
be triggered either by activation of the death receptor
superfamily, such as Fas/CD95 or TNF receptor, or by
the loss of mitochondrial membrane potential leading
to the release of caspase activating factors. The death
receptor pathway involves clustering of activated death
receptor and the formation of a death-inducing signal-
ing complex (DISC) at the intracellular domain of the
receptors. The DISC includes the adaptor molecule
Fas-associated death domain (FADD), which recruits
several procaspase-8 molecules. Proximity facilitates the
mutual cleavage of procaspase-8 molecules, ultimately
releasing active caspase-8 into the cytoplasm. The mito-
chondrial pathway of apoptosis can be triggered by
multiple signals including oxidative stress, calcium
overload or pro-apoptotic members of the Bcl-2 family
of apoptosis regulatory proteins. Loss of mitochondrial
membrane potential leads to the release of cyctochrome c.
Cytochrome ¢ forms a multimeric complex called the
apoptosome, which includes the adaptor molecule
Apaf-1, ATP, and procaspase-9.

The death receptor and mitochondrial pathways
converge toward the activation of cytoplasmic caspases,
among which caspase-3 is the prototypical member, to
execute the apoptotic program. The two pathways
are also linked and regulated by pro-apoptotic (Bax,
Bid) and anti-apoptotic (Bcl-2, Bcl-X; ) members of the
Bcl-2 protein family. The balance between anti- and
pro-apoptotic Bcl-2 family members is critical to deter-
mine if a cell undergoes apoptosis.!' For instance, the
‘mitochondrial pathway can be activated via caspase-8
cleaveage of cytoplasmic Bid. Following a death signal,
Bid and/or Bax can associate with the mitochondria
to induce membrane depolarization and formation of
the apoptosome complex.'>!* In contrast, up-regulated
expression of Bcl-2 inhibits apoptosis in most models.
Caspases further facilitate apoptosis by degrading
a wide array of target proteins including DNA repair
enzymes such as poly(ADP-ribose) polymerase (PARP),
cytoskeletal proteins such as actin and gelosin and
important survival/growth mediators such as Bcl-2 and
ERK kinase kinase 1. Thus, the death receptor and mito-
chondrial pathways are not mutually exclusive and show
coordinate activation in most cells. Depending on the
condition, the mitochondrial pathway may trigger or
act as an amplifier of the apoptotic process. The pro-
teolytic activity of caspases results in the activation of
specific endonucleases that cut genomic DNA between
nucleosomes to generate fragments of approximately
180 base pairs, a hallmark of apoptosis showing up as
a DNA ladder following agarose gel electrophoresis.
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Finally, the control of intracellular K* ion appears to
play an important role in apoptosis regulation.*'¢
Enhanced K* efflux is an essential mediator of not only
early apoptotic shrinkage but also downstream caspase
activation and DNA fragmentation.'”

APOPTOSIS IN HYPERTENSION

The initial observation implicating apoptosis in hyper-
tension came from studies in spontaneously hyper-
tensive rats (SHRs), a model of genetically determined
hypertension showing aortic, cardiac, and renal hyper-
plasia, as well as accelerated loss of neuronal cells.
Using in situ radioactive labeling of internucleosomal
DNA fragmentation Hamet et al.!® reported that apop-
tosis is enhanced in target organs (aortic SMCs, heart,
kidney and brain) of hypertension in young adult rats
and mice as compared with normotensive controls.
Further studies showed that neonatal cardiac hyperpla-
sia in SHRs is associated with increased DNA replica-
tion and reduced apoptosis within 24 hours of birth.!*
Moreover, radioactive labeling of genomic DNA in utero
revealed a 50% decrease in the half-life of DNA in the
kidney, heart and thoracic aorta in pre-hypertensive
SHRs as compared with Wistar-Kyto (WKY) rats,
suggesting increased cell turnover in this model of
hypertension.?*2 The Ang II pathway has been impli-
cated in these differences in cell turnover.’** As shown
in Table 31.1,2*% current evidence indicates that
apoptosis is differentially regulated in a wide variety of
tissues (cardiovascular and non-cardiovascular) in
SHRs relative to normotensive WKY rats. Most,
although not all, of these differences remain after blood
pressure reduction or when cells are cultured in vitro.
Together these data implicate both hemodynamic and
non-hemodynamic (genetic, humoral) components in
apoptosis regulation in SHRs. It is important to note
however, that SMCs and cardiomyocytes cultured
from SHRs show enhanced susceptibility to apoptosis
induction in response to serum withdrawal or stimula-
tion of the cyclic AMP pathway.!%426+70 Alterations in
apoptosis regulation are not specific to the SHR model,
since aortic SMCs from DOCA-salt rats also show
increased DNA laddering, caspase-3 activation and Bax
to Bcl-2 protein ratio.’! Paradoxically, Ang II infusion
in rats enhanced SMC apoptosis with caspase-3 activa-
tion and increased Bax to Bcl-2 protein ratio.”! Other
studies showed that Ang II infusion induces SMC DNA
replication.” Consistent with this, previous studies in
c-myc transfected SMCs suggested that proliferating
cells are at higher risk of undergoing apoptosis.”
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Table 31.1 Differential apoptosis in spontaneously hypertensive rats (SHRs) relative to normotensive rats

XxXix

Organ/cell type

Change in SHRs vs

normotensive rats

Detection method

Vascular
Endothelial cells

SMCs

Adventitial
fibroblasts

Cardiac

Whole heart

Whole heart

Cardiomyocytes

Fibroblasts

Renal
Kidney

Mesangial cells

(mesenteric
vessels)

No difference (aorta)

(mesenteric
vessels)

{
(intra-myocardial
arteries)

T

(aorta)

{

(mesenteric
vessels)

Ethidium bromide staining,
caspase-3 expression

TUNEL and DNA laddering

TUNEL and morphology

TUNEL and morphology

Bax and Bcl-2 protein
expression

DNA fragmentation, TUNEL,
caspase-3, increased

Bax to Bcl-2 protein ratio,
reduced cell number

TUNEL and DNA laddering

DNA fragmentation,

TUNEL, morphology

TUNEL, annexin V binding,
caspase-3 cleavage, increased
Bax to Bcl-2 protein ratio

TUNEL, DNA fragmentation,
caspase-3 cleavage, increased
Bax to Bcl-2 protein ratio

TUNEL, propidium iodide
staining, increased
Bax to Bcl-2 protein ratio

Comment/suggested role References
Capillary rarefaction, 24-27
prevented by adrenalectomy

1-2-week-old SHR, role in 28
increasing media-to-lumen ratio
4-12-week-old SHR 29
4-12-week-old SHR, role in 29
maintenance of eutrophic remodeling
36-week-old SHR

Normalization by ACE inhibitor

Role in hypertrophic remodeling 30
Young adult SHR

Induction with ACE inhibitor, 31,32
ARB, CCB and ET, endothelin 33-36
receptor blockade

1-2-week-old SHR, role in 28
increasing adventitial mass

1-2-week-old SHR 20
Establishment of hypertophy/

hyperplasia

4-24-week-old SHR 18, 37, 38
Transition from compensated 39
hypertrophy to heart failure 4042
Prevented By ACE inhibitors, ARB, 43
CCB and vasopeptidase inhibitors

Transient induction with ACE 44, 45
inhibitor, ARB, CCB

Reversal of fibroblast hyperplasia
1-2-week-old SHR 20
Establishment of hypertophy/

hyperplasia

4-24-week-old SHRs 18

In the inner cortex and medulla

In response to serum deprivation 46

in cultured cells
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Table 31.1 (Continued)
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Change in SHRs vs
Organicell type  normotensive rats Detection method Comment/suggested role References
Glomerular cells T Caspase-3 expression Prevented by omapatrilat 47
Bradykinin was implicated
Tubular T TUNEL, increased SHR with 5/6 renal mass reduction, 48
epithelial and Bax to Bcl-X protein ratio attenuated by renin-angiotensin
interstitial cells system inhibitors
Brain
Brain T In the cortex, striatum, 18
hippocampus and thalamus
T 24-week-old SHR 49
(frontal and TUNEL
occipital cortex)
T In 24-week-old SHR 50
(CA, and TUNEL Linked to a decrease in white and
dentate gyrus gray matter volume
in hippocampus)
Neurons (retinal TUNEL Attenuated by blood pressure lowering 51
ganglionic No change in other retinal cells
neurons and populations
photoreceptors)
Other
Hepatocytes l TUNEL Following CCL, in vivo 52
Suggested as an anti-apoptotic
effect of the sympathetic nervous
system that promotes liver fibrosis
Instestinal cells  (cells of the Morphology Increased sensibility to radiation 53
jejunal crypt) Prevented by reserpine
(sympathetic dysfunction)
Osteocytes T Morphology and TUNEL During development of femoral 54
head osteonecrosis
Prostate cells T (prostate TUNEL, caspase-3 and -8 SHR is a prostatic hyperplasia model 55-58
epithelium or expression Proliferation is more
no change) increased than apoptosis
Immune system
Lymphocytes T (thymus) 8-week-old SHR 59
Thymocytes T TUNEL, propidium iodide Decrease in number of CD8+ 60-63

staining, DNA fragmentation

cells in thymus and peripheral T cells
DNA fragmentation in thymus
prevented by adrenalectomy

TUNEL, terminal transferase dUTP, nick and labeling; ACE, angiotensin converting enzyme; ARB, AT, receptor blocker for
angiotensin II; CCB, calcium channel blocker.
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Increased telomerase activity has been implicated
in vascular SMC (VSMC) growth.”*” Telomerase
activity is enhanced in aortic VSMCs from SHRs
between the age of 2 and 12 weeks,” a period of
active vascular remodeling. Disruption of telomerase
activity in normotensive VSMCs induces cell growth
arrest.” In contrast, it induces apoptosis in SHR
VSMCs, a response that can be prevented by over-
expression of p53.7 Thus, not only do SHR VSMCs
express increased telomerase activity, but they appear
to be more dependent on it for their survival, com-
pared with VSMCs isolated from normotensive ani-
mals. The in vivo significance of these observations
remains unclear, although ‘premature cell senescence’
can result from enhanced activation of growth path-
ways,’® as seen in hypertensive cells.”” Increased pulse
pressure in hypertension is associated with reduced
telomere length, suggestive of accelerated cardiovascu-
lar aging.”®” Telomerase activity is increasingly being
implicated in cell growth and inhibition of apoptosis.*
In SHR the increase in both growth and apoptosis in
SMCs may contribute to the increased cell turnover.?!
As an alternate mechanism, it should be noted that
oxidative stress has also been demonstrated to shorten
telomere length.

SMC apoptosis in hypertension

Vascular remodeling can occur as a normal adaptive
response to long-term changes in arterial pressure or
blood flow, a pathologic result of vessel injury, pro-
gression of vascular disease, or as a result of pharma-
cological intervention. For example, in hypertension
vessels undergo structural changes that result in an
increase in vascular mass characterized by increases
in cell number (hyperplasia), cell size (cellular hyper-
trophy), or both. Whether these changes occur prior
to or as a result of elevation in blood pressure is a
widely debated issue. Regardless, evidence has accu-
mulated to show that dysregulation of the balance
between VSMC growth and death is critical in the
development of vascular hypertrophy. Several proteins
known to be involved in cell growth and death have
been shown to be expressed at different levels when
comparing arteries from normotensive and hyperten-
sive rats. These altered expression levels can suggest
the mechanism by which the past growth occurred
(e.g. T mitogen-activated protein kinase (MAPK)),* or
counter-regulatory mechanisms that may control further
proliferation (e.g. T peroxisome proliferator-activated
receptor (PPAR)).%

While the mechanisms involved in structural
modification of vessels have not been fully elucidated,

apoptosis has been shown to play a role with impact
varying with disease, drug treatment, and vessel type.
VSMC apoptosis in resistance arteries has been shown
to occur in vivo during development of hyperten-
sion®and as a result of changes in blood flow.** For
example, apoptosis was significantly increased in
mesenteric small resistance arteries of SHRs vs WKY
rats after 8 and 12 weeks of age, a time when blood
pressure is rising, media to lumen ratio is increased,
and hypertension is being established.” Vascular
remodeling due to long-term changes in blood flow
has been demonstrated experimentally in carotid and
mesenteric arteries. In the studies with mesenteric
arteries, ligation of one artery results in reduction of
flow downstream, and a redirection of blood to an
adjacent artery thereby exposing it to a sudden
increase in flow. Apoptosis has been shown to be evi-
dent in both low flow and high flow arteries during
the respective reduction and increase in medial size.*
Similar studies in the carotid arteries demonstrate
increases in apoptosis resulting from significant
decreases in blood flow.®

Changes in wall stress and stretch have been shown
to modulate cell survival both in vivo and in vitro.
While the mechanisms mediating these changes have
not been fully elucidated, integrin signaling,®* ROSs,*
nitric oxide (NO),% and stimulation of AT, and ET,
receptors®®#” have been proposed to be involved. The
stimuli for vascular remodeling are equally diverse.
Vessels must maintain the ability to change their struc-
ture in order to maintain perfusion to vital organs
as well as minimize large variations in wall stress.
Indeed, increases in wall stress and circumferential
stretch of VSMCs can stimulate vascular remodeling,
although the mechanisms have not been fully eluci-
dated. Proposed mechanisms have involved changes in
integrin signaling and receptor populations. Stretch-
induced signaling through B, integrin has been
demonstrated to increase activation of p38 MAPK
to directly phosphorylate p53.%° Further studies
revealed that stretch could directly trigger the TNF
receptor pathway, even in the absence of ligand.
Stretch of VSMCs led to increased association of
TNF receptor 1 with TRAF-2, resulting in sustained
JNK and p38 activation and apoptosis.®® In addition,
endothelin has also been proposed to play a role in
stretch-induced apoptosis.®” Endothelin-1 (ET-1),
acting on ET, receptor is a potent vasoconstrictor
and mitogen for VSMCs.* In contrast, stimulation of
ET, receptors on VSMCs has been shown to promote
relaxation and apoptosis.’” Stretch causes endothelial
cells to increase production of ET-1, and smooth
muscle cells to shift their receptor population from
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predominantly ET, to ET,. This results in direct
stimulation of the ET; receptor, resulting in VSMC
apoptosis.®”” This effect has further been shown in an
ex vivo model, where perfusion pressure was increased
in isolated rat carotid arteries. As with increased
stretch in cultured cells, increases in perfusion pres-
sure resulted in significant ET,-mediated apoptosis of
VSMCs.”®

Ang 11 also plays an important role in both physio-
logical and pathophysiological vascular remodeling.
Like ET-1, Ang Il is a potent vasoconstrictor and
mitogen. These primary effects are mediated through
the AT, receptor located on the SMC.’! Stimulation
of the AT, receptor, however, leads to SMC relax-
ation, growth inhibition and apoptosis.’*®*! In addi-
tion, experimental studies using AT, receptor blockers
(ARBs) in hypertensive rats have demonstrated AT,
receptor-mediated apoptosis.’® While blockade of AT,
receptors under normal conditions does not impact
on VSMC survival, during AT, antagonism there is a
marked increase in apoptosis. It is therefore suggested
that blocking the AT, receptor allows for unopposed
stimulation of AT, receptors by Ang II. While the
exact signaling pathway remains unknown, the down-
regulation of Bax and sequential activation of caspases-3
and -9 have been shown.?’ Furthermore, caspase inhi-
bition using the pan-caspase inhibitor Z-VAD resulted
in a marked attenuation of the regression of vascular
hypertrophy and SMC apoptosis, suggesting that apop-
tosis is an obligatory step in losartan (AT, antagonist)-
induced vascular remodeling.*

One of the mechanisms by which Ang II stimulates
VSMC growth is via generation of ROS. It, along with
other factors involved in cellular growth/death
responses, including (but not limited to) TNF, PDGF,
Ox-LDL, high glucose, and vascular endothelial growth
factor (VEGF) generate ROS such as H,0,, superox-
ide and peroxynitrite.* ROS are increased in arteries
of SHR vs WKY rats,* as well as in atherosclerotic
lesions.® Downstream mediators are also diverse with
targets that include ERK, SAPK, NF«xB, caspases, and
Akt kinase. While it was long understood that ROS
were involved in vascular pathologies, recent evidence
has suggested that these species may also play a role
in normal vascular physiology. In fact, there is now
a growing understanding that ROS can participate
in growth, survival and death responses in VSMCs.
The ultimate effect is highly context-dependent, with
the species and amount of oxidant produced, and the
local milieu playing critical roles.®

In addition to Ang II antagonists, other antihyperten-
sive agents, including angiotensin converting enzyme
(ACE) inhibitors and calcium channel blockers, have
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also been shown to induce apoptosis in SHR aortic
SMCs.*? While the exact mechanisms involved in this
process have not been fully elucidated, it has been
determined that in each case, there is 2 30% reduc-
tion in cell number. Importantly, treatment with the
vasodilator hydralazine does not result in aortic SMC
apoptosis or regression of hypertrophy, despite similar
reduction in blood pressure.?* More recently the cho-
lesterol-lowering drugs that inhibit the enzyme HMG
coA-reductase, commonly known as ‘statins’, have
also been shown to induce apoptosis in hypertensive
arteries.”>* The current state of knowledge suggests
that this apoptosis occurs via the mitochondrial path-
way. During exposure to statins, in the VSMC there
is a decrease in Bcl-2 levels, no change in Bax, and
caspase-9 activation.” Further, these agents have been
shown to sensitize human cultured SMCs to FAS and
cytokine-induced apoptosis.” Therefore, not only are
these agents able to induce apoptosis directly, but they
also cause the cells to be more susceptible to cell
death. Whether these findings can be replicated-in-vivo
is the focus of ongoing experiments.

Recently, the PPARs have been shown to also play
a role in vascular remodeling. Much of the early work
on this receptor system focused on metabolism, dia-
betes, and atherosclerosis. The findings that came
from the atherosclerosis work led to the investigation
of these receptors in other vascular growth disorders,
including hypertension. PPARo and PPARY have both
been shown to have a significantly higher expression
in aorta and mesenteric arteries of adult SHRs relative
to age-matched WKY rats.®? Given that stimulation of
these receptors on VSMCs induces apoptosis, the cur-
rent hypothesis is that this increased expression may
serve as a counter-regulatory mechanism to limit the
hyperplasia seen in hypertensive vessels. PPARY-
induced apoptosis appears to occur in part, through
transforming growth factor (TGF)-p1-mediated
nuclear recruitment of phosphorylated SMAD-2,%
while PPARa mediates this effect, in part through
a p38 MAPK pathway and through alterations of
the mitochondrial membrane potential leading to
cytochrome c release.”

While VSMC turnover is a rare event in fully devel-
oped arteries, it remains an option for at least some
cells. Traditionally evidence of apoptosis has been
considered an area of concern and associated with
vascular disease and pathology. However, we have
since learned that this is an important mechanism by
which vessels can adapt their structure to maintain
appropriate perfusion. Furthermore, apoptosis has
also been shown to play a role in the secondary bene-
fits associated with certain pharmacotherapies.
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The role of apoptosis in the different modes of
(hypertrophic, eutrophic, atrophic) arterial remodel-
ing in hypertension remains unclear. SMC apoptosis
has been implicated in the development of saccular
cerebral aneurysm both in rodent models® and in
humans, where it is associated with activation of the
c-JNK/c-Jun pathway,”® vessel rupture and stroke.” In
human essential hypertension, SMC hyperplasia is
observed in large arteries, whereas small resistance
vessels are mainly characterized by inward eutrophic
remodeling.2**1% Remodeling of resistance arteries
with antihypertensive drug treatment involves out-
ward remodeling and decrease in the wall to lumen
ratio. Because apoptosis induction by therapeutic
drugs appears to occur selectively in large rather than
small arteries, its role is probably more important
in controlling vascular compliance and atheroscle-
rotic progression than in systemic blood pressure
regulation.

Therapeutic apoptosis in
pulmonary hypertension

As the first study showing that neointimal hyperplasia
could be reversible by apoptosis induction, Pollman
et al. showed that antisense oligonucleotides targeting
the anti-apoptotic gene bcl-x, resulted in vascular lesion
regression by inducing SMC apoptosis in rabbit
carotid arteries with an established intimal lesion
several weeks after ballon injury.’®” SMCs found in
the intima are phenotypically distinct from medial
SMCs in terms of extracellular matrix production
and proliferation.'*? The sensitivity to basal or drug-
induced apoptosis is enhanced in intimal SMC in
vitro'®* and in vivo,'™ a feature that is associated with
the up-regulation of apoptotic genes.'?"!%5-19 The field
of pulmonary hypertension has been among the most
active in documenting the potential therapeutic role
of apoptosis induction to control intimal hyperplasia.
The monocrotaline-injected rat is a well-characterized
model of pulmonary hypertension showing a marked
increase in pulmonary artery pressure (due to endo-
thelial injury, intimal hyperplasia and stenosis of periph-
eral pulmonary vessels), right ventricular hypertrophy
and ultimately death within weeks. Candidate ap-
proaches currently being evaluated and showing the
ability to induce intimal SMC apoptosis in pulmonary
hypertension include phosphiodiesterase 5 inhibition
(e.g. with sildenafil),''? statins,®!!! Rho-kinase inhibi-
tion,'? and elastase inhibition.!”® In the latter study,
complete reversal of fatal pulmonary hypertension
was attained with a serine elastase inhibitor acting via
a decrease in tenascin and other matrix components
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interacting with the o, B, integrin pathway. Additional
candidate pathways for intimal SMC apoptosis induc-
tion in pulmonary hypertension include inactivation
of survivin'** and activation of the bone morphogenetic
protein type I receptor/smad-1 pathway."" It remains
unclear whether endothelin antagonists, a current
therapy of pulmonary hypertension, induce SMC
apoptosis to regress SMC hyperplasia in pulmonary
arteries."®

Apoptosis in vascular endothelial cells

Capillary formation by angiogenesis is an impor-
tant determinant of the balance between tissue perfu-
sion and ischemia. Capillary rarefaction is commonly
observed in hypertensive organs, suggesting reduced
endothelial cell survival.!" Enhanced endothelial
apoptosis contributing to capillary rarefaction has
been reported in SHRs, glucocorticoid-mediated
hypertension in rats, renal hypertension in rats, and
peripheral skeletal muscle (after experimental heart
failure) in rabbits 2457118117

Current evidence suggests that endothelial apoptosis
is regulated differently in capillaries versus larger vessels.
Notably, AT, receptors for Ang II inhibit caspase-3
activation and apoptosis in microvascular endothelial
cells deprived of serum in vitro or in a murine model
of retinal vascular regression.'?® AT, receptor-mediated
survival is attributed to the stimulation of the PI3K/Akt
pathway, epidermal growth factor receptor transacti-
vation and up-regulation of survivin but not activation
of ERK1/2 or ROS. In mouse models of angiogenesis
induced by peripheral artery ligation, AT, receptors
stimulate angiogenesis via the VEGF/endothelial nitric
oxide synthase (eNOS) pathway whereas AT, receptors
suppress angiogenesis by inducing endothelial apop-
tosis.!21122 Interestingly, aldosterone stimulates angio-
genesis in part via the inhibition of AT, receptor
expression.'?? In contrast, stimulation of macrovascular
endothelial cells with Ang II induces apoptosis via
the activation of AT, and AT, receptors, the MAP
kinase phosphatase-3-dependent dephosphorylation of
ERK1/2, leading, to the degradation of Bcl-2."*'*
Inducers of endothelial apoptosis also include ROS, in
part due to Ang II stimulation of NADPH oxidase
in hypertension.'? It should be emphasized, however,
that ROS can increase endothelial cell survival at
low doses.® Notably, exposure to low concentrations
of H,0, provides protection via induction of the
intracellular redox regulator thioredoxin-1."* A similar
dose-dependent regulation of apoptosis has also been
described for statins in angiogenesis.'?® Cytokines such
as TNF are also important regulators of endothelial
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inflammation and apoptosis.!**!3® Notably, TNF was
implicated in the pro-apoptotic effect of serum from
heart failure patients in cultured human endothelial
cells.!?!

Ang Il-induced endothelial cell apoptosis is atten-
uated by NO.!”* Inhibitors of endothelial apoptosis
also include laminar fluid shear stress, endothelin ET
receptors acting via the ERK1/2 pathway,*>'*? NF-
x¥B'** and NO-induced telomerase activation.!’* Thus,
therapies likely to reduce endothelial apoptosis in
hypertension include drugs with the potential to reduce
vascular inflammation and increase NO bioavailabil-
ity, such as inhibitors of the renin-angiotensin system
(RAS) and calcium channel blockers. The inhibition
of endothelial apoptosis may impact favorably on
vascular hyperplasia, as suggested by the observation
that endothelial cells undergoing apoptosis release a
paracrine anti-apoptotic factor for SMCs, acting via
ERK1/2 phosphorylation, decreased expression of
pS53 and increased expression of the anti-apoptotic
factor Bel-x; in SMCs.'*® This factor was identified as
the C-terminal fragment of perlecan domain V.!%

Apoptosis in the heart

The heart is a complex organ where terminally
differentiated cardiomyocytes contribute to >70% of
organ mass but only about 30% of cell number. In
addition to neurons, the non-cardiomyocyte popu-
lation includes proliferation-competent cells such as
fibroblasts (mainly), vascular cells, and immune cells.
The population dynamics for these cell types is regu-
lated in a cell type-specific manner developmentally,
during disease and therapy. Following the postnatal
period of proliferation, cardiomyocyte or cardiac
neuron numbers do not change significantly unless cell
loss occurs. A large body of experimental and clinical
evidence accumulated over the last 10 years indicates
that apoptosis contributes to cardiac damage via the
loss of cardiomyocytes or neurons leading to heart
failure and cardiac conduction system disorders.!3¢-'?
Some® but not all***! studies have documented car-
diomyocyte apoptosis in young hypertensive SHRs,
an increase that is concomitant with the develop-
ment of fibroblast hyperplasia.®* All studies, however,
concur in finding an increased cardiac susceptibility
to apoptosis as evidenced by an increase Bax to Bcl-2
protein ratio that is not associated with changes in
p33 expression levels.*! The compensated left ventricle
of 30-week-old SHRs shows increased cardio-
myocyte apoptosis,”™* a feature that is reduced by
prophylactic treatment with ACE inhibitors or ARBs
over 14 weeks.”*! In this case, apoptosis inhibition
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correlates with ventricular ACE inhibition but not blood
pressure reduction.”’ Consistent with this, Ang Il stimu-
lates apoptosis in cultured cardiomyocytes via AT,
receptor activation.2***! Some*? but not all'*® studies
show a pro-apoptotic effect of Ang II AT, receptors in
cultured cardiomyocytes. When cardiomyocytes from
SHRs and normotensive WKY rats are compared in
culture, the apoptotic effect of Ang Il is greater in SHR
than WKY cells.” Moreover, cardiomyocytes from
SHRs but not WKY rats show AT, receptor-mediated
apoptosis in vitro.*? Treatment with a vasopeptidase
inhibitor mimicked the protective effect of an AT,
blocker against remodeling and cardiomyocyte apopto-
sis in SHRs fed a high salt diet.'*? In long-term studies,
the lifespan of stroke-prone SHRs is normalized
from 15-18 months to 30 months, either by early-onset
treatment (in 1-month-old rats) or late-onset treatment
(in 15-month-old rats) with an ACE inhibitor,'*3:!#
Non-genetic models of hypertension clearly
demonstrate that increased mechanical load induces
cardiomyocyte apoptosis. Cardiac pressure overload
following aortic coarctation induces a rapid increase in
cardiomyocyte apoptosis preceding the development of
left ventricular hypertrophy. Under pressure overload,
AT, receptors recruit the p53 pathway to increase
cardiomyocyte apoptosis.'*? In turn, p53 activates the
RAS and Ang II production in cardiomyocytes, leading
to AT,-dependent apoptosis.’*' The results of the
Randomized Aldactone Evaluation Study (RALES)
trial have generated renewed interest in aldosterone and
its specific contribution to cardiovascular diseases.'*’
Aldosterone stimulates cardiomyocyte apoptosis both
in vivo and in cultured cells to a similar extent as
Ang IL.1 The occurrence of clinical data underlining
the therapeutic potential of aldosterone antagonists,
before an established pathophysiological explana-
tion was available, is reminiscent of the rise of ACE
inhibitors and beta-blockers in heart failure treatment.
Indeed the control of heart failure with beta-blockers
is also associated with the inhibition of cardiomyocyte
apoptosis.'*’ Consistent with this, beta-adrenergic
receptor activation enhances apoptosis in cultured
cardiomyocytes, via the cAMP/proteine kinase A path-
way.'*® Overall the inhibition of cardiomyocyte apop-
tosis now represents one of the principal reasons for
improved clinical outlook in heart failure with these
inhibitors. ROS are a class of mediators for which
experimental evidence awaits confirmation from direct
therapeutic intervention in the clinic.'*’ In a dog model
of dilated cardiomyopathy induced by ventricular
pacing, apoptosis of cardiomyocytes, fibroblasts, and
endothelial cells precedes and correlates over time with
ventricular decompensation, suggesting that oxidative
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stress and levels of anti-oxidant defenses may be
critical for the regulation of apoptosis in the over-
loaded heart.!*

Since cardiomyocytes undergoing hypertrophy are
at greater risk of undergoing apoptosis, a key question
is to unravel the mechanisms involved in determining
the ultimate fate of these cells. Pro-apoptotic path-
ways include apoptosis signal-regulating kinase-1 and
TGF kinase-1, upstream of p38 and JNK MAP
kinases.”""¥2 Two different isoforms of the MAP
kinase p38 show different effects in response to
mechanical stress, with p38c promoting p53 activa-
tion, Bax expression and activation of the mitochon-
drial pathway of apoptosis, while p38f promotes
hypertrophy.'* Also, JNK kinase activation alone
results in hypertrophy whereas co-activation of JNK
and p38 MAP kinases triggers apoptosis. Another
pathway of heart failure involves TNF-o.'** These
pro-apoptotic pathways are counterbalanced by the
Raf-1 kinase pathway,'’’ as well as ligands of the
gp130 receptor, including IL-6 and leukemia inhibitor
factor, which recruit the JAK/STAT signaling
pathway to increase expression of embryonic genes
and pro-survival factors (see elsewhere for review'*).
Evidence of apoptosis in the human hypertensive
heart remains scarce. A small study showed an
increased number of TUNEL-positive cardiomyocytes
and non-cardiomyocytes in right septal endomyocar-
dial biopsies obtained from 28 hypertensive patients.*’
At 12 months post-randomization for treatment,
losartan reduced the number of TUNEL-positive car-
diomyocytes and non-cardiomyocytes while no effect
was detected for amlodipine.

The suggestion that increased cardiomyocyte
apoptosis participates in the etiology of heart failure'**
probably contributed to the negative view of apoptosis
prevalent in the field of cardiovascular diseases. How-
ever, the up-regulation of apoptosis in certain cardio-
vascular cells may contribute to the beneficial action
of antihypertensive drugs on cardiovascular struc-
ture,}1-333645157 Ag an explanation for this apparent
discrepancy, the same stimulus, e.g. Ang II acting via
AT, receptors, can stimulate proliferation in fibro-
blasts and promote apoptosis in cardiomyocytes.'5#-160
Consistent with this pattern of response, fibroblasts
undergo apoptosis in SHRs treated with ACE inhi-
bition or AT, receptor blockade.* In contrast, blood
pressure reduction with hydralazine does not induce
cardiac apoptosis.*’ It is proposed that inhibitors of
the RAS in SHRs increase apoptosis transiently and
selectively in cardiac fibroblasts early during drug
treatment, while they prevent the progressive deletion
of cardiomyocytes during long-term therapy. Another

XXXV

example of cell-specific regulation of apoptosis is
beta-adrenergic signaling, which stimulates apoptosis
in cardiomyocytes (via the cAMP pathway)! 816112
and proliferation in cardiac fibroblasts (via the phos-
phatidylinositol 3-kinase/Akt pathway).'*!** As in
vascular cells, ROS induce either apoptosis or hyper-
trophy in cardiac cells in a dose-dependent manner.'¢*¢
The enhanced apoptosis in all cardiac cells seen in
human hypertensive subjects®” or animal models of
heart failure,'”® and its attenuation by therapy, may
involve the modulation of cardiac inflammation and
oxidative stress. In summary, the regulation of cardiac
apoptosis during disease development and therapy is
regulated in a time-dependent and cell-specific manner.
Whether induction of fibroblast apoptosis is relevant
to anti-fibrotic effects of therapeutic drugs remains to
be determined.

Apoptosis in the kidney

Hypertension is the second most frequent cause of
end-stage renal disease (ESRD), surpassed only by
diabetes. It is also a consequence of ESRD, further
increasing the rate of renal function loss. Hypertensive
nephropathy is characterized by glomerular sclerosis,
interstitial fibrosis and tubular atrophy, leading to
progressive nephron loss. Apoptosis is increased in
the kidney glomerular and tubular compartments in
various settings of experimental hypertension,*s!67-170
as is susceptibility to apoptosis in cells from those
compartments when compared with a normotensive
control.**® Renal apoptosis can be beneficial through
deletion of excess resident cells and leukocytes near
inflammation sites, but can also contribute to the
pathology indirectly by eliminating already injured
cells or directly by depletion of glomerular and tubular
cells.’7%171 A reduced rate of interstitial cell apoptosis
(fibroblasts) may promote renal fibrosis, while increased
apoptosis in glomerular capillary endothelial cells may
lead to microvascular rarefaction.

In humans, apoptosis is observed in the glomeruli
of patients with various pathologic conditions,'”*"'"*
including glomerular sclerosis,’* and in tubulo-
interstitial cells of diabetic kidney.”” Data on the
regulation of renal apoptosis in hypertensive patients
are very scarce. Reduced kidney weight and tubular
atrophy observed in hypertensive nephropathy, as
well as apoptosis in similar nephropathies and experi-
mental models, suggest a role for apoptosis in the
progression towards ESRD in hypertensive patients.
Ang II-mediated generation of ROS and increased
expression of TGF-B, via both AT, and AT,, followed
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by p38MAPK activation and binding of Fas ligand to
Fas, appear to be major pathways of renal apoptosis
induction. Damage to the visceral glomerular epithe-
lial cell layer (podocytes) is implicated in numerous
renal diseases progressing to ESRD:'”® podocytes
represent the last barrier before denudation of the
glomerular basal membrane, they have a critical role
in maintaining the structure and function of the
glomerular filter and their injury is associated with
proteinuria.'”” Podocytopenia, due to both detachment
and apoptosis followed by a lack of proliferation, is
observed in nephropathies associated with glomerular
hypertension and contributes to development of
glomerulosclerosis.!”” Proteinuria can then promote the
secretion of cytokines {(e.g. TGF-B), thus contributing
to progression of the disease by stimulation of
fibrosis and apoptosis in the tubulo-interstitium.!”®
Apoptosis is also observed in mesangial cells,'”*-8!
where accumulation of a matrix of altered quality (e.g.
collagen I and fibronectin found in sclerotic glomeruli,
as opposed to collagen IV and laminin in normal
glomeruli) could reduce their survival."**'®3 Finally,
apoptosis is observed in glomerular endothelial cells,
playing a role in glomerulosclerosis progression'®%!%s
and also in the tubulo-interstitium compartment,
after the development of fibrosis, and contributing to
tubular atrophy.!%:187

Antihypertensive agents prevent renal apoptosis
(podocytes, mesangial and tubular cells) in experi-
mental models of hypertension,*8:180:186.188-151 glq\wing
the progression of renal disease. Interestingly, with the
same reduction of blood pressure, hydralazine only
partially prevents tubulo-interstitial apoptosis follow-
ing Ang Il infusion, while the AT, antagonist losartan
prevents it completely.!”? Renal apoptosis prevention
by RAS inhibitors can thus be partially dissociated
from their blood pressure-lowering action,'®® an effect
that could be related to the reduction of renal apopto-
sis following activation of the kallikrein-kinin
system'™ or to the reduction of TGF- activity.'¥’ By
inhibiting glomerular apoptosis, calcium channel
blockers and beta-blockers prevent glomerular injuries
in a rat model of severe hypertensive nephrosclero-
sis, 0195157 whereas the pathology was exacerbated by
a diuretic.!”® However, new therapies are needed as
ESRD continues to increase in the hypertensive popu-
lation. It is proposed that a targeted inhibition of
renal apoptosis, mainly in podocytes, could further
reduce progression to ESRD. Activation of IGF-1,'”®
nephrin (via VEGF),® and the heme oxygenase
system,'®'%2 a5 well as inhibition of TGF-B-mediated
deleterious renal effects with tranilast'®® represent
interesting novel strategies.
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CONCLUSION

In summary, apoptosis is a prevalent determinant of
cell fate in all target organs of hypertension. Although
in many conditions the clinical relevance of apoptosis
remains to be established, experimental evidence sup-
porting a causal pathophysiological role is growing,
particularly in the progression to heart failure. How-
ever, apoptosis, like cell replication, is neither good
nor bad but rather context-dependent. Because it is a
gene-regulated rather than a chaotic mode of cell
death, apoptosis is intrinsically amenable to therapeutic
intervention: it may be up- or down-regulated during
therapy depending on the cell type. As an important
corollary, the development of cardiovascular hyper-
plasia, with its negative impact on morbidity and
mortality, can no longer be considered as an irre-
versible process. These considerations form the basis
for the suggestion that apoptosis will become a major
therapeutic target in the near future.
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