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Résumé

La voie de signalisation des phosphoinositides joue un réle clé dans la régulation du
tonus vasculaire. Plusieurs études rapportent une production endogene de I’angiotensin II
(Ang II) et de I’endothéline-1 (ET-1) par les cellules musculaires lisses vasculaires (CMLVs)
de rats spontanément hypertendus (spontaneously hypertensive rats : SHR). De plus, I’Ang II
exogene induit son effet prohypertrophique sur les CMLVs selon un mécanisme dépendant de
la protéine Gqo et de la PKC3. Cependant, le role de I’axe Gqo/PLCB/PKCS dans
I’hypertrophie des CMLVs provenant d’un modele animal de I’hypertension artérielle n’est
pas encore étudié. L’objectif principal de cette thése est d’examiner le réle de I’axe
Gqo/PLCP1 dans les mécanismes moléculaires de I’hypertrophie des CMLVs provenant d’un
modele animal d’hypertension artérielle essentielle (spontaneously hypertensive rats : SHR).
Nos premiers résultats indiquent que contrairement aux CMLVs de SHR agés de 12 semaines
(absence d’hypertrophie cardiaque), les CMLVs de SHR agés de 16 semaines (présence
d’hypertrophie cardiaque) présentent une surexpression protéique endogene de Gqa et de
PLCB1 par rapport aux CMLVs de rats WKY appariés pour I’age. L’inhibition du taux
d’expression protéique de Gqo et de PLCPl par des siRNAs spécifiques diminue
significativement le taux de synthése protéique élevé dans les CMLVs de SHR. De plus, la
surexpression endogene des Gqo et PLCB1, 1’hyperphosphorylation de la molécule ERK1/2 et
le taux de synthése protéique élevé dans les CMLVs de SHR de 16 semaines ont été atténués
significativement par des antagonistes des récepteurs AT1 (losartan) et ET, (BQ123), mais
pas par 1’antagoniste du récepteur ETg (BQ788). L’inhibition pharmacologique des MAPKs
par PD98059 diminue significativement la surexpression endogéne de Gqa/PLCP1 et le taux
de synthese protéique élevé dans les CMLVs de SHR. D’un coté, I'inhibition du stress
oxydatif (par DPI, inhibiteur de la NAD(P)H oxidase, et NAC , molécule anti-oxydante), de la
molécule c-Src (PP2) et des récepteurs de facteurs de croissance (AG1024 (inhibiteur de
I’'IGF1-R), AG1478 (inhibiteur de I’EGFR) et AG1295 (inhibiteur du PDGFR)) a permis
d’atténuer significativement la surexpression endogene ¢élevée de Gqo/PLCB1 et
I’hypertrophie des CMLVs de SHR. D’un autre co6té, DPI, NAC et PP2 atténuent
significativement 1’hyperphosphorylation de la molécule c-Src, des RTKs (récepteurs a activité

tyrosine kinase) et de la molécule ERK1/2. Dans une autre ¢tude, nous avons aussi démontré
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que la PKC3 montre une hyperphosphorylation en Tyr’'' dans les CMLVs de SHR comparées
aux CMLVs de WKY. La rottlerin, utilisée comme inhibiteur spécifique de la PKCS$, inhibe
significativement cette hyperphosphorylation en Tyr’'' dépendamment de la concentration.
L’inhibition de I’activité de la PKCo par la rottlerin a été aussi associée a une atténuation
significative de la surexpression protéique endogene de Gqo/PLCP1 et I’hypertrophie des
CMLVs de SHR. De plus, I’inhibition pharmacologique de I’activité de la PKC9, en amont du
stress oxydatif, a permis d’inhiber significativement ’activité de la NADPH, le taux de
production ¢levée de 1’ion superoxyde ainsi que I’hyperphosphorylation de la molécule
ERK1/2, de la molécule c-Src et des RTKs. A notre surprise, nous avons aussi remarqué une
surexpression protéique de ’EGFR et de 'IGF-1R dans les CMLVs de SHR a 1’age de 16
semaines. L’inhibition pharmacologique de I’activité de la PKC9S, de la molécule c-Src et du
stress oxydatif a permis d’inhiber significativement la surexpression protéique endogene de
ces RTKs. De plus, I’inhibition de I’expression protéique de ’EGFR et de la molécule c-Src
par des siRNA spécifiques atténue significativement le taux d’expression protéique élevé de
Gqa et de PLCP1 ainsi que le taux de synthése protéique ¢levé dans les CMLVs de SHR. Des
siRNAs spécifiques a la PKCS ont permis d’atténuer significativement le taux de synthése
protéique élevé dans les CMLVs de SHR et confirment le role important de la PKCS dans les
mécanismes moléculaires de I’hypertrophie des CMLVs selon une voie dépendante du stress
oxydatif. En conclusion, ces résultats suggerent un role important de I’activation endogéne de
I’axe Gqoa-PLCB-PKC6 dans le processus d’hypertrophie vasculaire selon un mécanisme
impliquant une activation endogeéne des récepteurs AT1/ETa, de la molécule c-Src, du stress

oxidatif, des RTKs et des MAPKs.

Mots-clés : Gqa; PLCB1; PKC9; stress oxydatif; hypertrophie vasculaire; CMLV; SHR.



Abstract

Vascular Gqo signaling has been shown to regulate cardiovascular contractility and
growth. Vascular smooth muscle cells (VSMC) from SHR have been shown to exhibit
enhanced endogenous production of angiotensin II (Ang II) and endothéline-1 (ET-1). In
addition, exogenous Ang II was shown to induce VSMC hypertrophy through Gqo. and PKC6
signaling. However, studies on the role of Gqa/PLCB1 proteins and PKCS signaling in VSMC
hypertrophy in animal model of essential hypertension are lacking. The objective of the
present thesis is to examine the role of Gqo/PLCP proteins and the associated signaling
pathways in VSMC hypertrophy using spontaneously hypertensive rats (SHR). VSMC from
16 week-old SHR (presence of cardiac hypertrophy) and not from 12 week-old SHR (absence
of cardiac hypertrophy) exhibited enhanced levels of Gqo/PLCPB1 proteins as compared to
age-matched Wistar-Kyoto (WKY) rats. The knockdown of Gqo. and PLCB1 in VSMC from
16 week-old SHR by antisense oligodeoxynucleotides and/or siRNA resulted in attenuation of
protein synthesis. In addition, the enhanced expression of Gqo/PLCB1 proteins, enhanced
phosphorylation of ERK1/2 and enhanced protein synthesis in VSMC from SHR were
attenuated by Ang II ATl and ET-1 ETs receptor antagonists losartan and BQI123,
respectively, but not by ETg receptor antagonist BQ788. In addition, PD98059 decreased the
enhanced expression of Gqo/PLCPB1 and protein synthesis in VSMC from SHR. Since
oxidative stress has been shown to be increased in hypertension, we tested the role of
oxidative stress in enhanced expression of Gqo and PLCB1 proteins and VSMC hypertrophy
in SHR and further explore the underlying mechanisms responsible for this response. The
increased expression of Gqa and PLCPB1 proteins as well as increased protein synthesis
exhibited by VSMC from SHR were significantly attenuated by antioxidants: N-acetylcysteine
(NAC), a scavenger of superoxide anion, DPI, an inhibitor of NAD(P)H oxidase, PP2 (c-Src
inhibitor), AG1024 (IGFR inhibitor), AG1478 (EGFR inhibitor) and AG1295 (PDGFR
inhibitor). In addition, the levels of IGF-1R and EGFR proteins and not of PDGFR were also
enhanced in VSMC from 16 week-old SHR which were attenuated significantly by NAC, DPI
and PP2. Furthermore, the inhibition of oxidative stress and c-Src molecule also attenuated the

enhanced phosphorylation of IGF-1R, PDGFR, EGFR and EKR1/2 in VSMC from SHR. To
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further confirm our results, the knockdown of EGFR and c-Src with specific siRNA was also
associated with a significant decrease in the enhanced expression of Gqa and PLCB1 proteins
and enhanced protein synthesis in VSMC from SHR. In another study we showed also that
VSMC from 16 week-old SHR exhibit enhanced phosphorylation of PKC9 at Tyrosine 311
(Tyr’'") as compared to VSMCs from WKY rats which was attenuated by rottlerin (PKC§
inhibitor) in a concentration dependant-manner. Furthermore, rottlerin also attenuated the
increased production of superoxide anion, NAD(P)H oxidase activity, c-Src phosphorylation
and ERK1/2 phosphorylation in VSMC from SHR. In addition, rottlerin and PKC3-siRNA
also attenuated the enhanced protein synthesis in VSMC from SHR. The increased expression
of Gqa, PLCPBI1, IGF-1R and EGFR exhibited by VSMC from SHR were also attenuated by
rottlerin in a concentration dependant manner. Rottlerin also inhibited significantly the
enhanced phosphorylation of IGF-1R, PDGFR and EGFR in VSMCs from SHR and WKY.
These results suggest that the enhanced levels of endogenous Ang Il and ET-1 enhanced the
expression of Gqo/PLCP1 proteins in VSMC from 16 week-old SHR and result in VSMC
hypertrophy. On the other hand, the enhanced oxidative stress, c-Src and PKCd activation,
through the transactivation of growth factor receptors and MAPK signaling contribute to

enhanced expression of Gqa and PLC1 proteins and resultant enhanced protein synthesis.

Key Words: Gqa; PLCB1; PKCS; oxidative stress; VSMC; hypertrophy; SHR.
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Chapitre I-Introduction

REVUE DE LA LITTERATURE



1.1 Systéme cardiovasculaire

Le systéme cardiovasculaire est une structure anatomique indispensable pour le
fonctionnement de 1I’organisme par son role unique dans le pompage et le transport du sang,
entre le cceur et les différents organes de 1’organisme. Ce systéme est constitu¢ du ceeur, qui
assure le pompage du sang sous haute pression, et des vaisseaux sanguins, qui assurent la
conduction et la distribution du sang vers les différentes parties de 1’organisme et son

réacheminement vers les poumons et les reins.

1.1.1 Systéme vasculaire

Le systeme vasculaire correspond a 1’ensemble de réseaux vasculaires de 1’organisme
dont la fonction, la structure et I’origine embryologique sont différentes selon le territoire
vasculaire. Le tissue vasculaire est formé de plusieurs types cellulaires qui sont
essentiellement les cellules musculaires lisses vasculaires (CMLVs), les cellules endothéliales
(CEs), les péricytes, les fibroblastes et les macrophages résidents (Chistiakov et al 2015b).
Une grande partie de la population de cellules musculaires lisses vasculaires (CMLVs) est
originaire de cellules mésenchymateuses du mésoderme, alors que les CMLVs des arteres
larges qui se trouvent a proximité du coeur proviennent de crétes neurales de I’ectoderme
(Mikawa & Gourdie 1996). Les CMLVs de vaisseaux coronaires sont issues de 1’organe
proépicardique (Hirschi & Majesky 2004, Majesky 2007, Waldo et al 2005). Le role principal
du systéme vasculaire est de transporter le sang chargé d’oxygene, de nutriments et de
substances bioactives vers les différentes parties de l’organisme et d’acheminer le gaz

carbonique et les déchets de biodégradation vers essentiellement les poumons et les reins. Les



vaisseaux sont constitués généralement de trois couches superposées (Pugsley & Tabrizchi

2000) qui forment un cylindre dont les couches de I’intérieur a I’extérieur sont :

Tunica intima (tunique interne) : constituée de cellules endothéliales (CE) formant une
couche monocellulaire, qu’on appelle endothélium, dont la partie apicale forme un
¢pithélium pavimenteux simple en contact direct avec le sang. L’endothélium est
pourvu d’une membrane basale délimitée par une couche conjonctive plus ou moins
¢épaisse selon le calibre du vaisseau. Une limitante élastique interne (LEI) permet de
séparer I’intima de la tunica media (Fisher 2010).

Tunica media (tunique moyenne) : constituée majoritairement de cellules musculaires
lisses vasculaires (CMLVs), responsables du tonus vasculaire et de la matrice
extracellulaire qui contient généralement de 1’¢lastine et du collagene fibrillaire de type
I et III. On note parfois la présence de fibres élastiques constituées d’élastine associée
a des microfibrilles (Fisher 2010).

Adventice (tunique externe): formée de fibres de collagéne structurale (tissu
conjonctif) associés a des vaisseaux nourriciers, appelés vasa vasorum dans le cas de
vaisseaux de gros calibre (figure 1). Les fibres de collagene adventitielles de grosses
arteéres de conduction jouent un rdle important dans la préservation de 1’intégrité
structurale lors d’une pression intramurale élevée (Burton 1954). Les veines du moyen
calibre sont pourvues d’une adventice épaisse renfermant des CMLVs longitudinales.
On note aussi la présence de faisceaux musculaires lisses orientés longitudinalement
selon le sens du flux sanguin. L’adventice est pourvue d’une limitante ¢lastique

externe (LEE) qui la sépare de la media (Fisher 2010).
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Figure 1: Structure simplifiée de la paroi artérielle de ’aorte. LEI (limitante élastique

externe); LEE (limitante élastique externe). Le nombre des lames ¢€lastiques est a titre

indicatif.

On distingue principalement deux types de vaisseaux selon leur fonction et leur

emplacement anatomique. Les vaisseaux de conduction de gros calibre (ex.: aorte) et les

vaisseaux de résistances de petit calibre (ex. : artérioles).

Les vaisseaux de conduction : ce sont des artéres ¢lastiques de gros calibre
caractérisées par une paroi musculaire épaisse qui permet d’assurer le tonus vasculaire
nécessaire. En effet, sous la pression de I’afflux du sang, ces structures musculaires
augmentent leur calibre et permettent ainsi, suite a des cycles périodiques de
vasodilatation-vasoconstriction, d’amener le sang vers les artérioles. Ces gros
vaisseaux sont caractérisés par une intima pourvue d’une membrane basale et d’une
couche conjonctive sous-endothéliale, et par une media constituée de plusieurs couches
de lames ¢élastiques et de CMLVs. La couche moyenne de 1’aorte contient

essentiellement de I’¢élastine et du collageéne (Fisher 2010, Marieb et al 2010).



— Les vaisseaux de résistance : ce sont des vaisseaux qui rentrent en communication
directe avec les capillaires. La tunique moyenne se caractérise par une couche mono ou

multicellulaire trés fine constituée de CMLVs (Marieb et al 2010).

1.1.1.1 Cellule musculaire lisse vasculaire

Les cellules musculaires lisses vasculaires (CMLVs) constituent la principale unité
structurale responsable du tonus vasculaire par son rdole important dans le contrdle local du
volume et de la pression du sang suite a une série de vasodilatation/vasoconstriction en
transformant 1’énergie biochimique en force mécanique. En effet, une augmentation du
calcium intracellulaire dans une CMLV induit une phosphorylation de chaines légeres de
myosines qui interagissent avec 1’actine en induisant une contractilité¢ tonique ou phasique
(Fisher 2010). Les artéres renferment une quantité importante de CMLVs par rapport aux
veines a cause de leur role essentiel dans la conduction du sang oxygéné vers les différentes
parties de I’organisme (Marieb et al 2010). Les CMLVs sont entourées par une matrice
extracellulaire (MEC) formée essentiellement par le collagéne et 1’¢lastine (Marchand et al
2012, Nelson et al 1995). Outre son rdle structural et mécanique, la CMLV joue un role
physiologique trés important par sa production des composantes de la MEC au cours du
développement. Le tonus musculaire de base est controlé¢ a la fois par une autorégulation
intrinséque de la CMLV et des mécanismes extrinséques impliquant un systéme neuro-
humoral. En effet, les cellules musculaires sont pourvues de plusieurs récepteurs
membranaires couplés a des protéines G, dont l’activation par un agoniste induit une
augmentation de la concentration cytosolique du calcium. Outre son role dans la régulation du

tonus vasculaire, les CMLVs, dans les conditions pathologiques, jouent un rdle important dans



I’établissement et le développement de certaines maladies vasculaires telles que la resténose,
I’hypertension et I’athérosclérose. A titre d’exemple, la migration des CMLVs de la couche
moyenne (media) vers la couche interne (intima) est I'un des facteurs majeurs pour les
maladies vasculaires comme I’hypertension, 1’athérosclérose et la (re)sténose (Herring et al
2014, Purcell et al 1997). Dans le cas de 1’athérosclérose, on assiste a une infiltration des
CMLVs de la média vers I’intima, ou elles commencent a se proliférer et a s’hypertrophier en
changeant ainsi leur phénotype contractile vers un phénotype sécrétoire, caractérisé¢ par une
sécrétion exagérée de la matrice extracellulaire (Herring et al 2014). En plus, les CMLVs sont
aussi capables de synthétiser d’une maniére endogene des agents vasoactifs comme 1’ Ang II et
I’ET-1 (Fukuda et al 1999, Lu et al 2003). Ces agonistes promoteurs de croissance et de

prolifération cellulaire agissent d’une maniére autocrine et paracrine sur les CMLVs.

1.1.1.2 Cellule endothéliale

La cellule endothéliale (CE) constitue 1’un des principaux types cellulaires du tissu
vasculaire, et joue un rdle essentiel dans le controle du tonus vasculaire (Boegehold 1998) par
sa capacité de synthese des substances vasodilatatrices comme le monoxyde d’azote (NO). Ce
second messager joue un role important dans la vasodilatation ainsi que dans I’inhibition de la
prolifération et de la migration des CMLVs (Braquet et al 1994). Les CEs sécrétent aussi
d’autres facteurs vasodilatateurs appelés facteurs hyperpolarisants dérivés de 1’endothélium
(EDHF). Ces facteurs sont impliqués dans la régulation du tonus vasculaire par leur rdle
crucial dans I’hyperpolarisation et la relaxation subséquente des CMLVs (Kause 1989; Nagao
et Vanhoutte 1992). En effet, une stimulation des CEs induit une augmentation de la

concentration du calcium intracellulaire (Marrelli 2001) et une hyperpolarisation subséquente



a une activation des canaux calciques sensibles au K™ (KCasz,) (Marrelli et al 2003). Cette
hyperpolarisation se transmet aux CMLVss sous-jacentes par le passage des facteurs paracrines
a travers la membrane plasmique ou a travers des jonctions communicantes. Parmi ces
facteurs, on distingue surtout les acides époxyeicosatriénoiques (epoxyeicosatrienoic acids
(EETs) issus de la dégradation de D’acide arachidonique par le cytochrome P450 (Campbell
1996; Miura et Gutterman 1998). Cependant I’identité de ces facteurs hyperpolarisants peut
étre différente selon le territoire vasculaire (Campbell et al 1996, Fisslthaler et al 1999). Les
CEs sont aussi capables de synthétiser des facteurs de croissance, comme le facteur de
croissance fibroblastique (bFGF : fibroblast growth factor) et le facteur de croissance
endothéliale vasculaire (VEGF : vascular endothlial growth factor) (Pai et al 2001, Vlodavsky
et al 1987).

Le dysfonctionnement endothélial est caractérisé essentiellement par une diminution de
la capacité de synthése du NO par les CEs. Etant donné le role important du NO dans la
prolifération des CEs et dans I’inhibition de la prolifération des CMLVs (Braquet et al 1994),
le dysfonctionnement endothélial constitue un facteur étiologique important de plusieurs

maladies vasculaires, telles que la (re)sténose, I’hypertension artérielle et 1’athérosclérose.

1.1.2 Systeme cardiaque

1.1.2.1 Généralité

Le cceur est un organe musculaire creux qui joue un rdle principalement mécanique,
par son éjection du sang dans le systéme vasculaire. En fait, suite a des contractions
rythmiques, le cceur propulse le sang vers les différents organes de I’organisme afin

d’approvisionner la cellule en nutriments et oxygeéne, et d’en ramasser les déchets



métaboliques. Il est constitué d’une superposition de trois couches : le péricarde, le myocarde
et I’endocarde. De point de vue fonctionnel, le coeur est constitué d’une partie droite et gauche,
séparés par le septum, qui assure une parfaite isolation entre la petite et la grande circulation.
Le ventricule joue un role de pompage assuré par une paroi musculaire ¢élastique, plus épaisse

par rapport a celle de I’oreillette (Marieb et al 2010).

1.1.2.2 Révolution cardiaque

L’ensemble des événements mécaniques survenant dans le cceur entre deux systoles
auriculaires se résume dans le terme «révolution cardiaque». Lors d’une systole auriculaire, on
assiste a une éjection du sang dans les ventricules, selon un principe de remplissage actif, ce
qui induit une €lévation de la pression intraventriculaire et une fermeture des valves auriculo-
ventriculaires. La systole ventriculaire aura lieu quand la pression intraventriculaire est
supérieure a la pression aortique. Elle se traduit par une ouverture des valves sigmoides,
aortiques et pulmonaires. Le relachement du ventricule se traduit par une diminution de la
pression intraventriculaire et une fermeture des valves sigmoides. Lors d’une diastole, on
assiste a un remplissage actif de 1’oreillette droite qui est alimentée par trois veines : la veine
cave supérieure, la veine cave inférieure et le sinus coronaire. D’autre part, selon la loi de
Starling, le cceur est capable de s’adapter au volume télédiastolique. En effet, suite a une
hausse du volume télédiastolique, on assiste a une augmentation de la pression
intraventriculaire et de la pression d’éjection ventriculaire (Marieb et al 2010). Afin de
récompenser une augmentation de la pression artérielle et du volume d’¢jection
télédiastolique, 1’hypertrophie cardiaque compensatoire permet 1’augmentation de la pression

intraventriculaire.



1.2 Pression artérielle

La pression artérielle (PA) reflete la force exercée par le sang sur la paroi des
vaisseaux par unit¢ de surface. En effet, suite & une contraction ventriculaire, le sang est
expulsé vers ’aorte, a sa sortie du ventricule gauche, créant ainsi une force d’étirement de
I’aorte, qui correspond a une pression artérielle systolique s’élevant a des valeurs moyennes,
qui peuvent atteindre 120 milliméetres de mercure (mmHg). La pression artérielle diastolique
aura lieu quand I’aorte prend sa forme initiale. La PA est contrdlée par plusieurs organes qui
s’interagissent en parfaite harmonie, pour assurer la circulation organisée du sang dans
différentes parties de I’organisme, et permet de réguler la pression artérielle a court et a long
terme. Les organes qui assurent ces mécanismes de régulation sont généralement : le cceur, les

vaisseaux sanguins et lymphatiques, les reins et le cerveau (Marieb et al 2010).

1.2.1 Mécanisme de régulation de la pression artérielle

1.2.1.1 Mécanisme de régulation a court terme

La pression artérielle moyenne est la résultante du débit cardiaque et des résistances
périphériques totales. Les mécanismes de régulation a court terme ont pour objectif principal
de limiter les fluctuations régulieres de la PA, en agissant sur la résistance périphérique.
Plusieurs mécanismes sont impliqués dans la régulation a court terme de la pression artérielle
dont on distingue surtout les barorécepteurs. En effet, 1’information détectée par ces
mécanorécepteurs est transmise par les nerfs afférents (nerfs vagues et nerfs de Héring) au
centre cardiovasculaire bulbaire et réacheminée par les nerfs sympathiques et
parasympathiques (Marieb et al 2010). La noradrénaline en provenance de neurones

sympathiques, via ses récepteurs al-adrénergiques, induit un effet vasoconstricteur sur les
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CMLVs (diminution du diamétre des vaisseaux) et un effet inotropique et chronotropique sur
les cardiomyocytes (augmentation du débit cardiaque). Ces barorécepteurs, sensibles a ces
changements de pression, sont situés dans I’aorte, dans les sinus carotidiens ainsi que dans les
grosses arteres du cou et du thorax (Marieb et al 2010). Une élévation de la pression artérielle
est suivie par une inhibition du centre moteur bulbaire via les nerfs craniens IX et X, ceci
induit une vasodilatation des artérioles, suivie d’une diminution de la force de postcharge
(retour veineux) et du débit cardiaque. Les chimiorécepteurs, classiquement impliqués dans la
régulation de la fréquence respiratoire, participent aussi a la régulation de la pression artérielle
a court terme , par leur réle dans la détection des fluctuations de la concentration d’oxygene et
du pH dans le sang (Marieb et al 2010). Plusieurs substances chimiques de la circulation
systémique comme 1’0, le CO; et le NO, sont capables d’influencer directement le tonus
vasculaire et le centre vasomoteur. Les agonistes vasoactifs issus de la circulation systémique
ou synthétisés localement comme 1’Ang II et I’ET-1 jouent aussi un role important dans la

régulation de la pression artérielle.

1.2.1.2 Mécanisme de régulation a long terme

La régulation a long terme de la pression artérielle est surtout assurée par des
mécanismes rénaux (Marieb et al 2010). Une augmentation de la volémie induit une
augmentation de la pression artérielle et vice-versa. Les reins ont un réle unique dans la
filtration du sang et la réabsorption et 1’élimination d’eau et minéraux permettant ainsi
d’ajuster I’homéostasie corporelle hydrique et minérale (Na*, K, CI') et conséquemment la
volémie; il en résulte ainsi un controle rénal efficace des valeurs de la pression artérielle. Par

ailleurs, lors d’une diminution de la pression artérielle on assiste a une libération de la rénine,
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enzyme essentielle dans le processus de synthese de 1’Ang II, ce qui permet d’augmenter les
valeurs de la pression artérielle. A son tour, I’Ang II induit la libération de 1’aldostérone, qui
favorise la réabsorption du Na', ce qui augmente la volémie et conséquemment la pression
artérielle. L’effet synergique de I’Ang II et de 1’aldostérone permet ainsi d’augmenter les

valeurs de la pression artérielle, suite a une hypotension (Marieb et al 2010).

1.3 Role des agonistes vasoactifs dans la régulation de la pression artérielle

Les agonistes vasoactifs sont des molécules capables d’influencer le diametre des
vaisseaux sanguins par leur effet vasodilatateur (Ex. NO et prostacycline) ou vasoconstricteur
(Ex. Ang II et ET-1). L’hypertension est associée a une augmentation de la concentration
locale et/ou systémique de certains agonistes vasoconstricteurs, tels que 1’Ang II et I’ET-1,
aboutissant a des changements morphologiques de la paroi vasculaire, au niveau des petites
artérioles de résistance et des grosses arteres de conduction. En effet, dans le cas
d’hypertension, on assiste a une augmentation de la résistance périphérique suite a une
augmentation de la concentration des facteurs vasoconstricteurs par rapport aux facteurs

vasodilatateurs.

1.3.1 Systéme rénine angiotensine et angiotensine II

Le systéme rénine angiotensine (SRA) fut décrit réellement pour la premiere fois par
Goldblatt en 1964 (Goldblatt 1964). La rénine, synthétisée par les cellules myoépithéliales de
I’artériole afférente du glomérule rénal, constitue le premier acteur du SRA (Hackenthal et al
1990). Elle permet le clivage de I’angiotensinogene, substrat synthétisé par le foie et libéré

dans la circulation générale, en angiotensine 1. Sous ’effet de 1’enzyme de conversion de



12

I’angiotensine (ECA) présente dans I’endothélium pulmonaire, 1’angiotensine I est rapidement
convertie en angiotensine II (Ang II), qui constitue le principal acteur de ce systeme (Dorer et
al 1972, Ng & Vane 1967). En plus d’'un SRA systémique, on distingue un SRA local
(Campbell & Habener 1986) dans plusieurs tissus, comme le cerveau (Ganten et al 1983), les
reins (Celio & Inagami 1981) et les arteres (Swales et al 1983). Les cellules musculaires lisses
vasculaires (CMLVs) de rats hypertendus de type SHR produisent de I’Ang II a une quantité
beaucoup plus importante comparée a des rats normotendus (Fukuda et al 1999). Cette
hormone vasoactive joue un role pléiotropique par ses effets multiples sur plusieurs types
d’organes, y compris le cerveau, le cceur, les vaisseaux et les reins. Il est connu classiquement
par son implication dans I’hypertension et les complications cardiovasculaires liées a

I’hypertension (Touyz & Berry 2002).
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Figure 2 : Voies de signalisation liées a la protéine Gqa et Gi2a couplées au récepteur AT1 de
I’Ang Il et ET5 de ’ET-1 dans une CMLV.

Outre son rdle dans la régulation du tonus vasculaire, I’Ang II, méme a des
concentrations hémodynamiquement négligeables, est capable d’induire la prolifération et
I’hypertrophie des CMLVs (Geisterfer et al 1988). La majeure partie des effets de I’Ang II au
niveau vasculaire est médiée par son récepteur type 1 (AT1) (Daigle et al 2004) qui est le type
le plus abondant au niveau vasculaire (Allen et al 2000, Savoia et al 2011). Il est couplé
principalement a la protéine Gq/11a (Sadoshima & Izumo 1996) et a la protéine Gia (Anand-

Srivastava 2010, Zhai et al 2005) (figure 2).
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1.3.1.1 Récepteur type 1 de I’angiotensine II (AT1)

L’Ang II est une hormone potentiellement impliquée dans la régulation de la fonction
rénale et cardiovasculaire. Cette hormone vasoactive est aussi impliquée dans la pathologie
cardiovasculaire, par son action directe sur les cellules cardiaques et vasculaires.
Effectivement, I’activation du récepteur AT1 couplé a la protéine Gi inhibe ’adénylate
cyclase et diminue par la suite la biodisponibilit¢ de I’AMPc (Shirai et al 1995)(figure 2).
L’activation du récepteur AT1 couplé a la protéine Gqa induit, quant a lui, une mobilisation
du calcium du RE au cytosol et une activation de la PKC. L’activation de I’AT1 est aussi
associé¢e a une stimulation de I’enzyme NADPH oxidase et une augmentation des EROs qui
induisent, au moins partiellement, les effets de I’Ang II (Touyz et al 2003b) (figure 2). En
effet, I’activation du récepteur AT1 transactive des récepteurs des facteurs de croissance par le
biais d’une augmentation de production des EROs (Stouffer et al 2001, Suzuki & Eguchi
2006). L’activation de ces voies de signalisation par le récepteur AT1 affecte une variété de
processus physiologiques et pathologiques y compris la contraction vasculaire, le
dysfonctionnement endothélial, la survie cellulaire, I’hypertrophie cardio-vasculaire, la fibrose
et la thrombose. Les effets intrarénaux de 1’Ang II consistent surtout a une vasoconstriction de
vaisseaux rénaux et conséquemment une diminution du débit sanguin rénal. L’ Ang II est aussi
un stimulateur important de la sécrétion de I’aldostérone dont 1’effet positif sur la réabsorption
du sodium par les tubules rénaux augmente la concentration de cet ion dans le compartiment
extracellulaire, entrainant une rétention d’eau et une augmentation de la pression artérielle

secondaire a une augmentation du volume extracellulaire (Marieb et al 2010).
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1.3.1.2 Récepteur type 2 de I’angiotensine II (AT2)

A Dinstar du récepteur AT1, le récepteur AT2 de I’ Ang II constitue une structure & sept
domaines transmembranaires. Ce récepteur est largement exprimé au cours du développement
embryonnaire et joue un role crucial dans la vasculo-genése (Yamada et al 1999) mais son
abondance diminue drastiquement apres la naissance (Nahmias & Strosberg 1995, Yamada et
al 1999). Plusieurs études suggerent un rdle vasodilatateur du récepteur AT2 dans différents
territoires vasculaires (Danyel et al 2013, Dimitropoulou et al 2001, Katada & Majima 2002,
Matrougui et al 1999). L’implication du récepteur AT2 dans les complications vasculaires
reste controversée. Des rats transgéniques invalides pour le géne codant pour le récepteur AT2
(AT2KO) étaient plus susceptibles de développer de I’inflammation vasculaire neointimale par
rapport aux rats controles (Akishita et al 2000). D’un autre c6té, I’induction de la réexpression
du récepteur AT2 a ¢été remarquée dans certaines conditions pathologiques a caractére

inflammatoire (Ruiz-Ortega et al 2003).

1.3.1.3 Peptides dérivant de I’angiotensine et leurs récepteurs

Le clivage spécifique de I’Ang Il génere des peptides bioactifs qui sont essentiellement
I’Ang (1-7), I’Ang IIT et ’Ang IV. L’Ang (1-7), généré par I’action de ’'ECA2 sur I’Ang II
(Vickers et al 2002), agit via son récepteur Mas (MasR) qui engendre des réponses
antagonistes au récepteur AT1 de 1I’Ang II (Ingelfinger 2009, Lin et al 2015, Santos & Ferreira
2007), en induisant un effet antiprolifératif, antihypertrophique et vasodilatateur impliquant
ainsi un mécanisme de contre-régulation des effets de I’Ang II. Plusieurs recherches ont

rapporté un role thérapeutique important de ce peptide contre I’hypertension artérielle et les
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complications cardiovasculaires liées a cette hypertension (Fontes et al 2015, Lin et al 2015,
Silva et al 1993, Zhang et al 2015). De plus, une diminution dans la biodisponibilité de 1’Ang
(1-7) est remarquée dans le cas de I’hypertension et son administration induit une réduction
significative de la pression artérielle systolique chez les rats SHR (Benter et al 2008, Dhaunsi
et al 2010). Contrairement a 1’Ang II, I’Ang (1-7) a un effet anti-nociceptif impliquant

I’inhibition de la voie des MAPKp38 (Costa et al 2012).

L’Ang III (Ang 2 a 8), issu de la dégradation de 1’Ang II par I’aminopeptidase A, agit
aussi sur les récepteurs ATI et AT2 de I’Ang Il permettant ainsi d’induire des effets
vasomoteurs et des réactions nociceptives similaires (Reaux et al 1999, Wright et al 1985), et
semble jouer un réle important dans le contrdle du flux sanguin au niveau cérébral (Marc &
Llorens-Cortes 2011). L’action de I’aminopeptidase N sur I’Ang III génére I’Ang IV (Ang 3 a
8) (Chow et al 2015). Pendant longtemps, I’Ang IV a été considérée comme un métabolite non
actif de I’Ang II. Cependant, ce peptide a montré des effets positifs en termes d’amélioration
des habilités cognitives et de la capacité de mémorisation chez les rats. Cet effet mnémonique
de I’Ang IV semble lié a 'IRAP (Insuline-regulated aminopeptidase), nommé aussi AT4
(Harding et al 1992, Wright & Harding 1997). Ce récepteur joue un role important dans la
transduction du signal lié a I’Ang IV au niveau central. Des études ont démontré aussi un role
important de 1’Ang IV dans la prévention de la dégradation des neuropeptides liés a la
mémoire. La PKCC (z€ta) semble jouer un rdle important dans la transduction du signal li¢ a
I’Ang IV. En effet, activation de cette PKC atypique, indépendante du calcium et du DAG,
génere la PKMzeta. Ce fragment de la PKC (§) est impliqué dans la potentialisation de la
mémoire et de la cognition (taux d’exploration des nouveaux objets) au niveau de

I’hippocampe (Sacktor et al 1993). Indépendamment des récepteurs AT1 et AT2 (Harding et al
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1992), I’Ang IV est aussi impliqué dans la régulation du flux sanguin au niveau cérébrale

(Braszko et al 1988, Wright et al 1995).

1.3.2 Systéeme endothéline

L’endothéline est un peptide vasoactif synthétis¢ principalement par I’endothélium. I1
est classiquement connu par ces effets vasoconstricteurs trés puissants. On compte quatre
types d’endothéline (ET-1, ET-2, ET-3 et ET-4) constitués de 21 acides aminés pourvus de
deux ponts disulfures (Cys1-Cysl5 et Cys3-Cysl1) (Rautureau & Schiffrin 2012). L’ET-1 et
I’ET-2 partagent une homologie de structure de 90% (Rautureau & Schiffrin 2012) (Figure 3).
Chaque type d’endothéline est codé par un seul géne qui donne naissance a un précurseur, le
prépro-endothéline, d’environ 200 acides aminés, et qui suite a son clivage par une
endopeptidase de type furine, aboutit a la formation de la pro-endothéline. Les pro-ETs sont
clivés par la furine et autre types de convertases pour donner naissance a des peptides de 38 a
39 acides aminés. La forme active des ETs est générée par des enzymes de conversion de
I’endothéline dont on compte au moins 4 isoformes codées par 1’épissage alternatif du méme
gene (ECE-1a, ECE-1b, ECE-1c, ECE-1d) (Rautureau & Schiffrin 2012) (Figure 4). Outre les
CEs, les CMLVs sont aussi capables de synthétiser ’ET-1 d’une mani¢re endogene (Lu et al
2003). Le type de convertase présent sur la surface des CMLVs est I’enzyme de conversion de
I’ET (ECE-2) qui se trouve a proximité des récepteurs d’endothéline (D'Orleans-Juste et al

2003).
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Iendothéline-1

Uendothéline-2

'endothéline-3

Figure 3: différents types d’endothéline. Source : adapté de Rautureau Y et Schiffrin EL
(Rautureau & Schiffrin 2012).

L’ET-1 constitue le type d’endothéline le plus abondant au niveau vasculaire et le
mieux caractérisé. Il est sécrété dans la partie abluminale de CEs et agit d’'une manicre
autocrine et paracrine sur les cellules environnantes (Wagner et al 1992a). Il agit sur trois
principaux types de récepteur ETa, ETg; et ETgy, et joue un rdle important dans le controle da
la pression artérielle systémique. La biosynthése de ’ET-1 est régulée par plusieurs facteurs,
tels que les forces de cisaillement qui constituent un stimulateur de la libération du NO par les
CEs, ce qui influence négativement la synthése de ’ET-1 par I’endothélium (Boulanger et al

1992, Malek & Izumo 1992). On note, entre autres, le role important des agonistes vasoactifs
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comme 1’Ang II, la thrombine, la leptine et 1’adrénaline dans la biosynthése de I’ET-1
(Quehenberger et al 2002). Les EROs constituent aussi un stimulateur potentiel de la synthese
de ’ET-1 (Kahler et al 2000). Des facteurs de transcription comme 1’isoforme o et y du
récepteur activé des proliférateurs de peroxysomes (Peroxisome proliferator-activated
receptors (PPARs)) jouent un role limitant dans la synthése de la prépro-endothéline (Iglarz et
al 2003). Le tissu pulmonaire constitue un lieu de production important de I’ET-1 (Dupuis et
al 1996, Wagner et al 1992b), ce qui illustre un réle important de I’ET-1 dans le
développement et I’installation de I’hypertension pulmonaire. Quant a I’ET-3, il constitue
I’agoniste qui a le plus d’affinit¢ avec son récepteur ETg et joue un role embryologique
important par son activation de la migration des cellules de la créte neuronale (Baynash et al

1994, Inoue et al 1989).

Plusieurs modéles animaux d’hypertension artérielle, y compris le modeéle DOCA-sel,
le modéle d’hypertension induite par 1’Ang II, le modele d’hypertension rénovasculaire de
type Goldblatt (1K1C) et le modele SHR, montrent une augmentation systémique de I’ET-1
(Kassab et al 1997, Schiffrin et al 1995). Une augmentation de la concentration systémique de
I’ET-1 induit un remodelage vasculaire hypertrophique au niveau des artérioles de résistance
en augmentant ainsi ’ampleur de la résistance périphérique (Intengan & Schiffrin 2000, Li et
al 1994). Cette augmentation de la concentration systémique de I’ET-1 semble aussi liée a

I’age et au dysfonctionnement rénal (Hirai et al 2004).
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Figure 4: Biosynthése d’endothéline-1. Source : adapté de Rautureau Y et Schiffrin EL
(Rautureau & Schiffrin 2012).

1.3.2.1 Récepteurs de I’endothéline-1

Les récepteurs de I’ET-1 sont des structures protéiques a sept domaines
transmembranaires couplés a une protéine G. Les CMLVs sont pourvus de deux types de
récepteurs a I’endothéline : ET5 et ETg (Azuma et al 1995, Davie et al 2002, Russell &

Davenport 1995, Sato & Amemiya 1995). Au niveau des arteres, les effets vaso-constricteurs
sont majoritairement médiés par le récepteur ET (Moreland et al 1992). Le sous-type ETpg; est

exprimé a la surface des CMLVs et induit une vasoconstriction (Arai et al 1990, Cardillo et al
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1999, Hynynen & Khalil 2006, Sakurai et al 1990). Le récepteur ETg est abondamment
exprimé dans les cellules endothéliales et joue un role important dans les mécanismes
moléculaires de la synthése du NO et d’autres agents vasorelaxants dépendant de
I’endothélium tels que la prostacycline (PGI,) et le facteur endothélial hyperpolarisant
(EDHF), selon un mécanisme dépendant d’une augmentation du niveau de calcium
intracellulaire (Triggle et al 2012). Une déficience dans 1’expression basale du récepteur ETp
de I’ET-1 au niveau pulmonaire contribue a ’installation d’une hypertension pulmonaire (Ivy
et al 2001). En effet, la clairance de ’ET-1 est assurée en partie par son récepteur ETg qui
s’internalise apres la formation d’un complexe ligand-récepteur et permet la dégradation de
I’ET-1 circulant, dont la demi-vie est approximativement une minute (Gasic et al 1992). De
plus, le récepteur ETg stimule aussi la production du NO dans les cellules non endothéliales
dans le tube ascendant épais de 1’anse de Henle et permet d’avoir des effets natriurétiques
suite a son inhibition du flux chlorique et sodique. Le récepteur ETg de I’ET-1 joue donc un
role important dans 1’homéostasie hydrosodée au niveau des reins et reflete le role
physiologique de 1I’endothéline dans la régulation de la pression artérielle selon un mécanisme

rénal (Ahn et al 2004, Plato et al 2000).

1.3.2.2 Role de I’endothéline-1 dans I’hypertension artérielle pulmonaire

L’hypertension artérielle pulmonaire (HAP) est le résultat d’'une augmentation de la
résistance vasculaire pulmonaire et de la pression artérielle (Delcroix & Howard 2015). L’ET-
1, synthétisé localement par le tissu vasculaire pulmonaire, joue un rdle incontournable dans la

régulation de la pression artérielle au niveau pulmonaire. En effet, ’endothélium pulmonaire



22

assure la régulation de la pression artérielle pulmonaire par son rdle dans la sécrétion des
facteurs vasodilatateurs (NO et prostacycline) et vasoconstricteurs (ET-1). Une augmentation
du niveau local d’ET-1 est un facteur important de I’HAP causée essentiellement par une
augmentation de la résistance vasculaire au niveau des poumons (Chester & Yacoub 2014).
Plusieurs facteurs, entre autres, les cytokines, 1’hypoxie, la thrombine et les forces de
cisaillement, induisent une augmentation de I’expression de D’ET-1 par les cellules
endothéliales. La libération de ’ET-1 dans le milieu interstitiel et son action sur son récepteur
ETx couplé principalement a la protéine Gqa au niveau des CMLVs induit une augmentation
du calcium suivie par une activation de plusieurs molécules de signalisation intracellulaire qui
sont surtout la PKC, la PI3K/Akt et les MAPKs (Chester & Yacoub 2014). L’activation de ces
voies de signalisation est classiquement associée a une augmentation du taux de prolifération
des CMLVs et a une stimulation de la synthese de la MEC. Ces réponses physiopathologiques
induites par I’ET-1 constituent le principale responsable de I’installation et du développement

de ’HAP.

1.3.2.3 Systéeme endothéline : thérapies et limites

Depuis sa découverte en 1988 par Yanagisawa et collaborateurs (Yanagisawa et al
1988), ’ET-1 a pris une place non négligeable dans 1’¢étiologie de I’hypertension et son rdle
dans le développement de I’hypertension pulmonaire est bien établi (Horgan et al 1991,
Stelzner et al 1992). De plus, ’ET-1 a un rdle physiopathologique plus ou moins important
dans 1’étiologie de plusieurs types de maladies y compris la maladie des artéres coronaires, le

diabéte, I’hypertension, la fibrose pulmonaire et surtout un role important dans 1’établissement
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de I’hypertension pulmonaire primaire. Les études précliniques portées sur le role du systéme
endothéline dans 1’établissement et le développement des maladies cardiovasculaires sont
encourageantes et portent un espoir potentiel pour un traitement efficace des complications
vasculaires liées a I’hypertension ou pour prévenir le développement de I’hypertension
(Schiffrin 1999, Yanagisawa et al 1988). Malgré les effets bénéfiques des antagonistes aux
récepteurs de I’ET-1, les données sur les effets a long terme de ces médicaments restent
méconnues. En effet, & des concentrations physiologiques, I’ET-1 joue un role important dans
I’homéostasie hydrosodée rénale, alors qu’un niveau élevé de I’ET-1 induit des effets néfastes
sur la fonction rénale par sa rétention du sodium (Rabelink et al 1994) et son role stimulateur
de la biosynthese de I’Ang II (Bobik et al 1990). Malgré des recherches prometteuses sur le
role important de 1’endothéline dans les maladies cardiovasculaires, les médicaments a base
d’antagonisme des récepteurs de 1’endothéline sont autorisés essentiellement dans le cas
d’hypertension artérielle pulmonaire. L’antagonisme du récepteur ETa permet d’améliorer
I”¢état hypertensif chez des sujets humains en induisant une vasodilatation (Cardillo et al 1999).
La bosentan (antagoniste mixte) a montré aussi des effets bénéfiques sur I’hypertension
pulmonaire et I’hypertrophie du ventricule gauche cardiaque, dans le modele animal
d’hypertension pulmonaire (Eddahibi et al 1995). Cependant, 1’antagonisme mixte des
récepteurs de I’ET-1 peut ne pas étre efficace a normaliser les valeurs de la pression artérielle
a long terme, vu le role régulateur important du récepteur ETg au niveau rénal (Goddard et al
2004). Des hypotheses sur le role anti-hypertensif important de 1’activité du récepteur ETp ont
été avancées dernicrement afin de I’explorer cliniquement. Dans une autre étude faite sur un
modele animal d’hypertension pulmonaire périnatale, un traitement prolongé avec un

antagoniste sélectif du récepteur ETa de I’ET-1, induit une augmentation de la concentration
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de I’ET-1 au niveau pulmonaire associée a une hypertension pulmonaire sévere et un

remodelage vasculaire local (Ivy et al 2000).

1.4 Mécanismes de signalisation transmembranaire

Les changements des conditions environnantes sont détectables par tout type cellulaire
grace a un ensemble de systemes de transduction du signal membranaire traitant de
I’information provenant du milieu externe (stimuli) (Dostal et al 2014). Chaque signal externe
(pression, hormones, odeurs...) déclenche I’activation d’un réseau complexe de voies de
signalisation transmembranaires et intracellulaires, ce qui induit des réponses physiologiques
et pathologiques variées selon le type et I’intensité du stimulus, ainsi que le contexte cellulaire
(Pitulescu & Adams 2014). Les stimuli hydrophiles, appelés premiers messagers, n’arrivent
pas a traverser la bicouche lipidique de la membrane plasmique. Pour transmettre leur signal a
I’intérieur de la cellule, ces agonistes hydrophiles agissent sur des récepteurs
transmembranaires spécifiques, dont les plus connus sont les récepteurs a sept domaines
transmembranaires (ex : AT1, ETa, a-ARs). L’activation de ces récepteurs induit une série de
réactions transmembranaires initialisées par la dissociation des sous-unités Ga et Gyp. Ce

processus de signalisation moléculaire est appelé transduction du signal (Furge 2008).
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1.4.1 Récepteurs transmembranaires couplés aux protéines G

Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPGs) constituent la famille de récepteurs
membranaires la plus abondante. Ils sont caractérisés par une structure a sept domaines
transmembranaires en forme d’hélice a trois boucles internes (il, 12 et i3) et trois boucles
externes (el, e2 et e3) avec une extrémité NH3-terminale pourvue de plusieurs sites de
glycosylation et une extrémité HOOC-terminale (Figure 5). Les boucles intracellulaires i2 et
13 sont les sites d’interaction du RCPG a la protéine G. Des peptides, des hormones, des acides
aminés et la lumicre constituent, entre autres, des stimuli capables d’activer les RCPGs. Le
changement conformationnel du RCPG activé est associé¢ a un changement du positionnement

détecté par les boucles intracellulaires (Furge 2008).
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Figure 5. Structure du récepteur couplé a une protéine G. Source : Berk, B. C., et Corson, M.

A. (1997). Circ Res, 80(5), 607-616.



26

1.4.2 Protéine G

Il s’agit d’une structure protéique membranaire hétéro-trimérique couplée a des
récepteurs transmembranaires tels que les RCPGs. On distingue quatre principales familles de
la protéine G : Gi/o, Gg/11, Gs et G12/13 (Kehrl 1998). A son état inactif, la protéine G est
composée de trois sous-unités liées entre elles et au RCPG par le domaine N-terminal de la
sous-unité¢ o et le domaine C-terminal de la sous-unité y. La sous-unité alpha est pourvue
d’une activit¢ GTPasique régulée par I’hydrolyse d’un GTP en GDP (Neer 1995, Offermanns
& Simon 1996). L’activation de cette protéine G transfére le signal a I’intérieur de la cellule,
selon un mécanisme, qu’on nomme la transduction du signal, qui consiste a une série
d’activation de complexes protéiques (ex : AC, PLC) (Birnbaumer 1992, Neer 1995, Simon et
al 1991). L’activation de ces complexes protéiques déclenche une cascade de seconds
messagers qui transmettent le signal a des cibles membranaires et intracellulaires comme
’AC, les canaux ioniques et le RE (Meij 1996). A coté de ces protéines G classiques, on
distingue aussi des petites protéines G (petites GTPases) a structure monomérique telles que

Ras et Raf.

1.4.3 Systéme adénylate cyclase

1.4.3.1 Systéme adénylate cyclase et adénosine monophosphate cyclique

L’adénylate cyclase est une enzyme ubiquitaire formée de deux sous-unités
transmembranaires. Son activité est régulée par deux types de protéines G : les protéines G
inhibitrices (Gi) et les protéines G stimulatrices (Gs). En cas de stimulation, I’AC permet la

formation d’une molécule d’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) a partir d’une
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molécule d’ATP. L’AMPc permet 1’activation de plusieurs protéines effectrices en aval, telles
que la protéine kinase A (PKA) (figure 2). Cette protéine tétramérique est pourvue de sites de
liaisons de I’AMPc sur ces deux sous-unités régulatrices. La liaison de I’AMPc au tétramere
PKA permet la libération de sous-unités catalytiques et la phosphorylation des résidus
sérine/thréonine de plusieurs cibles intracellulaires (Furge 2008). Apres son activation, la PKA
induit un effet vasodilatateur suite a une phosphorylation des chaines 1égéres de myosine au
niveau des CMLVs (Lodish 2004). L’AMPc a la capacité de réguler son activité, en activant
des phosphodiestérases qui permettent sa propre dégradation (Furge 2008). Autre son role
primordial dans la régulation du tonus vasculaire, I’AMPc constitue aussi une molécule de
signalisation impliquée dans la régulation de la prolifération des CMLVs (Gusan & Anand-
Srivastava 2013). L’effet antiprolifératif de I’AMPc semble étre 1i¢ a I’inhibition de la voie de
signalisation EGFR-MAPK, déclenchée classiquement par des agonistes comme I’EGF ou par
une transactivation induite par des peptides vasoactifs, dont les récepteurs sont couplés a une
protéine Gi (Li & Anand-Srivastava 2002, Wu et al 1993), inhibant ainsi des facteurs de
transcription impliqués dans la prolifération cellulaire comme c-Myc. Des agonistes vasoactifs
comme I’Ang II et ’ET-1 inhibent I’activité de I’AC aprés la dissociation de la sous-unité
alpha du récepteur couplé a une protéine Gi (les récepteurs AT1 et ET4) (figure 2). De ce fait,
une augmentation de I’activit¢é du SRAA et/ou du systetme endothéline, remarquée dans
plusieurs types d’hypertension artérielle, est associée a une déficience dans la biosynthése de
I’AMPc au niveau vasculaire. En effet, [’activité basale de I’AC se trouve diminuée et associée
a une diminution de la sensibilité aux agonistes activateurs de cette enzyme au niveau
cardiaque et vasculaire (aorte) dans le modele animal SHR (Anand-Srivastava 1988). De plus,

une altération de I’expression protéique de la protéine G dans le modele animal d’hypertension
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sel-DOCA est associée a une diminution de la sensibilité de I’AC (Anand-Srivastava et al
1993, Anand-Srivastava et al 1991). Le modéle animal L-NAME, caractéris¢é par une
diminution pathologique de la biodisponibilit¢ du NO, montre aussi une altération dans le

niveau d’expression de la protéine Gi (Di Fusco & Anand-Srivastava 2000).

1.4.3.2 Protéine Gia

Les protéines G inhibitrices forment un groupe de cinq membres : Gial, Gio2; Gia3,
GooA et GoaB (Kehrl 1998). Ces complexes protéiques multimériques sont caractérisés par
une sensibilité a la toxine pertussique (PTX) (Kehrl 1998, Li & Anand-Srivastava 2002). Une
activation d’une protéine Gi induit une inhibition de I’AC et une diminution subséquente dans
la concentration intracellulaire de ’AMPc (Gilman 1995) (figure 2). Plusieurs études
suggerent un role important de la protéine Gi dans le développement et 1’établissement de
I’hypertension artérielle dans plusieurs modeles animaux (Anand-Srivastava 2010, Anand-
Srivastava et al 1993, Hashim & Anand-Srivastava 2004, Li & Anand-Srivastava 2002). En
effet, une diminution de la biodisponibilit¢ de I’AMPc est associé¢e a une hyperprolifération
des CMLVs (Anand-Srivastava 2010, Gusan & Anand-Srivastava 2013) et un

dysfonctionnement endothélial (Shah & Singh 2006).

1.4.4 Systéme de phosphoinositides

Les phosphoinositides sont des molécules membranaires qui jouent un role structural et
signalétique important (Hokin & Hokin 1953, Hokin & Hokin 1989) et permettent de moduler

plusieurs processus biologiques (Rebecchi & Pentyala 2000, Schnabel et al 1996). La
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phospholipase C (PLC), dont I’activité est contrdlée principalement par la protéine G et par
d’autres composantes membranaires interactives (Drin & Scarlata 2007, Feng et al 2005, Zhou
et al 2008, Zhou et al 2005), constitue un effecteur dont le substrat est le phosphatidylinositol-
4,5-diphosphate (PIP,). Ce dernier, donne naissance a deux seconds messagers : I’IP3 et le
DAG, et permet de jouer un rdle incontestable dans la dynamique du calcium (figure 2). Quant
au diacylglycérol (DAQ), il active préférentiellement les PKC nouvelles (nPKCs) et contribue
aussi, avec le calcium, a I’activation des PKC conventionnelles (cPKCs). La translocation
différentielle de certaines isoformes de la PKC telles que 1’isoforme alpha, epsilon et gamma,
semble étre dépendante de la voie de signalisation Gq-PLC dans le cas de I’hypertrophie
cardiaque (Jalili et al 1999). Les PLCP constituent des effecteurs de préférence dans la voie de
signalisation liée a la protéine Gqa (Ross 2011, Taylor et al 1991). Plusieurs récepteurs
membranaires couplés a une protéine Gqa tels que le récepteur AT1 de I’Ang II activent
préférentiellement la PLCB1 (Schelling et al 1997). Cette activation induit une augmentation
rapide du calcium cytosolique, suivie par une activation calcium-dépendante de la PLC-
gamma. Cette isoforme de la PLC joue un role crucial dans le controle de dynamiques du
calcium par son interaction directe avec les canaux ioniques de type TRPC3 (Patterson et al

2005).

1.4.4.1 Protéine Gq/G11a

Les protéines G de la famille Gqa sont des structures protéiques multimériques
caractérisées par leur insensibilité a la toxine pertussique (Exton 1996, Rhee 2001, Strathmann
& Simon 1990). On distingue quatre membres : Gqa, Gl1a, Gal4 et Gal5/16 (Gilman 1987,

Simon et al 1991). Ces protéines ont toutes la capacité d’activer la phospholipase C B. Les
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protéines Gqo et G11la partagent une homologie de structure d’approximativement 88% et
sont exprimées d’une maniere ubiquitaire (Exton 1996, Rhee 2001, Strathmann & Simon
1990). Ces protéines G ont les mémes capacités d’activer les différentes isoformes de la
phopholipase C (Wettschureck & Offermanns 2005), surtout les isoformes B1, B3 et 4. Les
protéines G11a et Gqa jouent un rdle important dans le développement du systéme nerveux et
cardiaque, dans la coordination motrice (Offermanns et al 1997, Offermanns et al 1998) ainsi
que dans d’autres processus biologiques extrémement variés (Chagin et al 2014, Gangadharan
et al 2013, Imamura et al 1999, Ogata et al 2011, Sawaki et al 1993, Tappe-Theodor et al
2012, Wilkie et al 1991). Des études d’invalidations de génes (souris Knock-out) ont révélé un
role beaucoup plus important de la protéine Gqa par rapport a la protéine G11a (Offermanns
et al 1998). Des souris invalidées pour le gene codant pour la protéine Gqo (GNAQ) montrent
une ataxie (anomalies typiques dans la coordination neuromusculaire) et une discoordination
motrice (Offermanns et al 1998), alors que les souris transgéniques invalides pour le géne de
la protéine Gllo ne montrent pas d’anomalies comportementales ou morphologiques
(Offermanns et al 1998). Le double KO de GNAQ et GNAI11 (géne codant pour la protéine
G11) avait un effet l1étal au cours du stade embryonnaire suite a une hypoplasie des
cardiomyocytes (Offermanns et al 1998). Les protéines Gqa et G11a se comportent donc selon
un mécanisme complémentaire et synergique pour effectuer des roles extrémement importants
dans le processus d’organogenese. Apres la naissance, les protéines G11/qa jouent un réle
primordial dans la croissance cardiaque et I’hypertrophie cardiaque pathologique. Une
inhibition de I’expression des protéines Gq/11, spécifiquement au niveau des cardiomyocytes,
ne permet pas le développement de I’hypertrophie cardiaque pathologique suite a une

surcharge de pression (Wettschureck et al 2001).
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Figure 6 : Mécanisme intracellulaire de la voie de signalisation Gqa dans la CMLV.

1. La signalisation liée a la protéine Gqa est déclenchée suite a une association d’un agoniste,
tel que 1I’Ang II, avec son récepteur couplé a une protéine Gqa. Cette activation meéne a une
dissociation des sous-unités Gqo et GPy aprés hydrolyse de GTP en GDP. 2. La sous-unité
Gqa active des PLCPs suivie par une hydrolyse de la PI2P au niveau de la membrane
plasmique. 3. Production de deux molécules de signalisation transmembranaire (DAG et 1P3).
4. L’action de I’IP3 sur son récepteur au niveau du réticulum endoplasmique active la
libération du calcium dans le cytoplasme. 5. L’activation de la PKC9, associée a une
hyperphosphorylation du résidu Tyr’'', par le DAG. 6. L’assemblage des sous-unités
cytoplasmiques et membranaires de la NADPH, apres translocation de la sous-unité p47phox a
la membrane plasmique induite par des seconds messagers comme la PKC9. 7. L’activation de
la molécule c-Src par une augmentation des EROs produites essentiellement par la NADPH
oxidase. 8. La transactivation des récepteurs a activité tyrosine kinase (RTKs). 9. L’activation
des MAPKs. 10. L’activation des facteurs de transcriptions (AP1/NFKB) suivie par une
translocation vers le noyau et une induction de I’expression génique.
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La membrane cellulaire des CMLVs renferme plusieurs types de récepteurs
membranaires couplés a une protéine Gqa et/ou G1lla permettant ainsi une amplification du
signal li¢ a cette voie de signalisation. La protéine Gqa a un effet régulateur sur certains types
de canaux ioniques. Au niveau neuronal, elle inhibe les canaux potassiques type M aprés son
activation par le récepteur M1 de 1’acétylcholine (Haley et al 1998, Haley et al 2000), alors
que I’effet inhibiteur de la bradykinine sur ces mémes types de canaux est surtout médié par
Gg/1la (Jones et al 1995, Wilk-Blaszczak et al 1994). Dans certains cas, les protéines
Gqo/Gl1a peuvent activer sélectivement certains mécanismes de signalisation. En effet, les
récepteurs ol-adrénergiques au niveau des CMLVs de la veine porte sont couplés a une
protéine Gqa qui, une fois activée, induit une augmentation de I’IP3, alors que I’activation de
la G11a est associée a une augmentation du calcium (Macrez-Lepretre et al 1997). Malgré la
redondance fonctionnelle de membres de la famille de Gqa concernant ’activation de la voie
PLCP/Ca®"/PKC, des récepteurs membranaires couplés a une protéine Gqg/l1la sont capables
d’activer la voie de signalisation de MAPKs indépendamment de 1’inositol (Berts et al 1999,
Peavy et al 2001). D’autre part, la protéine Gqa est connue aussi par sa régulation du facteur
nucléaire de la cellule T activée (NFAT : nuclear factor of activated T cells), qui joue un role
important dans I’expression génique de COX-2 (Robida et al 2000) et dans la réponse
prohypertrophique des cardiomyocytes (Liu et al 2012, Molkentin 2004). A I’instar de la
protéine Gl4a, Gqua est potentiellement impliquée dans la modulation de 1’expression de

plusieurs geénes d’apoptose (Peavy et al 2005).
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1.4.4.2 Phospholipase C-p

Les phospholipases C sont des enzymes d’hydrolyse de liaisons esters des
phospholipides. On distingue 13 isoformes de la PLC regroupés en six familles: PLCB, v, 0, €,
€ et n (Bunney & Katan 2006, Patterson et al 2005, Swann et al 2006, Zhou et al 2008, Zhou
et al 2005). Le poids moléculaire des PLCs varie généralement entre 85 et 150 kDa (Rebecchi
& Pentyala 2000). Plusieurs isoformes de la PLC sont présents dans les CMLVs, y compris les
isoformes B1, B2, B3, B4, y1 et 61 (Marrero et al 1994, Schelling et al 1997, Ushio-Fukai et al
1998b). Les PLCs se dotent d’une structure de base formée de domaines catalytiques X/Y
conservés, de motifs en mains EF pourvus de sites de liaison du calcium, d’un domaine PH
situ¢ a proximité de la partie N-terminale formant des liaisons phospholipides avec la
membrane et d’un domaine C2 proche de la région d’extension C-terminale (Suh et al 2008).
En plus de cette structure de base, les PLCP se caractérisent par la présence d’un domaine C-
terminal qui joue le réle d’ancrage dans la membrane plasmique, permettant I’ interaction avec
les protéines de la famille Gqa et joue aussi un réle dans la localisation nucléaire (Faenza et al

2008, Rebecchi & Pentyala 2000)(figure 7).

Région X/Y de
liaison
| | Région d'extension
Motifs en mains EF C-terminale

|
— RO

Figure 7 : Structure simplifiée de la phospholipase C B. PH : Pleckstrin homology. Adaptée de
Drin G et Scarlata Cell Signal. 2007 Jul;19(7):1383-92.
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Les isoformes de la PLCP se distinguent principalement par leur rdle incontournable
dans la régulation de la dynamique calcique (Ocharan et al 2005). Il existe quatre isoformes de
la PLCB (B1-p4) activés a la fois par la sous-unité Gqa et GBy (Rhee 2001). Lors du
déclenchement de la voie de signalisation Gq-PLC, les PLCP activées par Gq et/ou G11
hydrolysent le phosphatidylinositol diphosphate (PI(4,5) P2 et produisent deux seconds
messagers intracellulaires, I’inositol 1, 4,5-triphosphates (IP3) et le diacylglycérol (DAG)
(Figure 6). L’IP3 active son récepteur au niveau de la membrane endoplasmique, permettant
ainsi la libération du calcium dans le cytosol, selon son gradient de concentration. Quant au
DAG, il reste piégé dans la membrane plasmique et induit une libération de I’acide
arachidonique (AA), un précurseur des eicosanoides. D’autre part, DAG active des kinases de
type sérine-thréonine, les protéines kinases de type C (PKC). Outre le contrdle du tonus
vasculaire, les PLCs sont aussi impliquées dans le processus du remodelage vasculaire
(Berridge 1987, Berridge 2005). En effet, la PLC constitue un passage incontournable de
plusieurs voies de signalisation activées par des agonistes pro-migratoires et pro-prolifératifs

(Chung et al 2009, Homma et al 1993).

1.4.4.3 Mécanisme d’entrée du calcium et voie de signalisation des phosphoinositides

La concentration du calcium intracellulaire constitue le principal régulateur de la
contraction musculaire. L’activation des récepteurs membranaires couplés a une protéine Gqu
(GgPCRs) est associée a une augmentation rapide du calcium intracellulaire suite a
I’activation du systéme PI-PLC. La mobilisation du calcium intracellulaire a partir des
réserves internes est suivie par une entrée du calcium extracellulaire a travers, essentiellement,

les canaux calciques dépendant du voltage (Parekh & Penner 1997, Parekh & Putney 2005,
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Putney et al 2001, Venkatachalam et al 2002). Dans le cas physiologique, les canaux calciques
types L (Cavl.2) sont les principaux régulateurs de I’entrée du calcium a partir du milieu
extracellulaire suite a un changement du potentiel de membrane (initiation électromécanique).
Les canaux TRPCs (transient receptor potential cation channels), activés essentiellement par
le systtme PI-PLC, sont considérés comme des régulateurs importants des mécanismes
d’entrée du calcium extracellulaire dans plusieurs types cellulaire, y compris les CMLVs
(Parekh & Putney 2005 Parekh & Putney 2005, Wang et al 2008). Ces canaux répondent
premierement a une activation des récepteurs membranaires couplés a la PLC (initiation
pharmacomécanique) (Venkatachalam et al 2003). L’activit¢ des TRPCs est modulée par le
récepteur de I’IP3 et le stock du calcium (Wang et al 2008), et jouent un rdle important dans le
processus de signalisation du calcium a long terme et dans les mécanismes de

réapprovisionnement du RE en calcium (Putney et al 2001, Venkatachalam et al 2002).

1.4.5 Protéine Kinase C (PKC)

Les protéines kinases C (PKC) constituent une famille de sérine/thréonine kinases d’au
moins 12 isozymes, dont la subdivision se base sur la structure et le type du cofacteur
d’activation (Budhiraja & Singh 2008). La structure de base d’une PKC consiste a une chaine
polypeptidique pourvue d’une région régulatrice N-terminale et d’une région catalytique C-
terminale. Le domaine régulateur C1 de certaines PKCs est caractérisé par sa sensibilité¢ au
DAG et aux phorbol esters alors que le domaine C2 forme une région structurale sensible au
calcium (Ca®") (Salamanca & Khalil 2005). Le domaine auto-inhibiteur (C3) joue un role
important dans I’inhibition du domaine catalytique par sa liaison avec le site de liaison des

substrats (C4) en cas d’absence d’activateurs ou cofacteurs. Les PKCs nouvelles (nPKCs (9, €,
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n, 0)) sont activées par le DAG, alors que les PKCs conventionnelles ou classiques (a, B1, B2,
v)) sont activées essentiellement par deux cofacteurs, le DAG et le Ca>". Les PKCs atypiques
(aPKCs ((v, u, 1/A, ) se caractérisent par leur insensibilité au DAG et au Ca®", et elles sont
activées par la phosphatidylsérine (Budhiraja & Singh 2008, Salamanca & Khalil 2005).
L’activation de la PKC se traduit par sa translocation du cytosol aux membranes
cellulaires associée a un changement conformationnel de sa structure. Parmi les réponses
cellulaires diverses de ces tyrosines kinases, on nomme surtout la contraction, la migration, la
croissance cellulaire, 1’apoptose, la prolifération, I’hypertrophie et la perméabilité
membranaire. En plus des mécanismes d’activation caractéristiques a chaque classe, les
différents isotypes de la protéine kinase C sont exprimés d’une manicre hétérogeéne selon le
type cellulaire et la localisation subcellulaire (Newton 1997). La PKCa, la PKCd et la PKCy
sont les isoformes les plus abondantes dans les CMLVs en culture et constituent des acteurs

importants dans la régulation de la croissance et du cycle cellulaire (Ohanian et al 1996).

1.4.5.1 PKCs nouvelles

La famille des nouvelles PKCs (nPKCs) est classiquement connue par son activation
dépendante du DAG et par son insensibilité au calcium. L’activation maximale par le DAG est
assurée par un domaine catalytique qui constitue un substrat pour les phorbol esters/DAG
(Goel et al 2007). La PKCd constitue I’isoforme de nPKCs le plus abondant au niveau
vasculaire. Depuis la découverte de la PKC en 1977, plusieurs études ont associé un role
important de la PKCd dans le processus d’apoptose (réle pro-apoptotique) et la migration
cellulaire (Humphries et al 2006, Touyz et al 2003b). Au niveau des CMLVs, I’inhibition de

I’activité de la PKCd a été associée a une inhibition de différentes étapes clés du processus
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d’apoptose y compris I’inhibition de 1’activation de la caspase, de la fragmentation de I’ADN
et de la perte du potentiel membranaire mitochondrial (Matassa et al 2001, Reyland et al
1999). Communément avec son rdle dans ’apoptose, la PKCS joue un role axial dans la
prolifération et la survie cellulaire. Ces mécanismes moléculaires induits par la PKC9 refletent
son role important dans I’équilibre physiologique entre 1’apoptose et la croissance cellulaire
(Leitges et al 2001).

La PKCo constitue un point de convergence de plusieurs voies de signalisations
activées par plusieurs hormones vasoactives comme I’Ang II (Olson et al 2008), I’ET-1
(Barman & Marrero 2005) et la thrombine (Hsieh et al 2008). La translocation et 1’activation
des PKCs permettent une transactivation des récepteurs a activité tyrosine kinase (RTKs)
(Hsieh et al 2008), une activation des MAPKs (Hsieh et al 2008) et une régulation de la
contraction des CMLVs. Les études portées sur les mécanismes d’activation de la PKCo ont
révélé une importance majeure de certains sites de phosphorylation dans le processus
d’activation de ces sérine-thréonine kinases comme le site de phosphorylation tyrosine (Tyr)-
311 de la PKC3. La phosphorylation de la PKCS en Tyr’'! constitue une étape importante dans

I’hypertrophie des CMLVs induite par I’Ang II (Nakashima et al 2008).

1.4.5.2 PKCs conventionnelles

La famille des PKCs conventionnelles (cPKCs) se caractérise par son activation
dépendante du DAG et du calcium. La PKCa constitue I’isoforme des ¢cPKCs le plus abondant
dans les CMLVs. Elle est connue par son role critique dans la régulation de la prolifération
dans plusieurs types cellulaires y compris les CMLVs (Leszczynski et al 1996). La

cartographie des sites phosphorylés de la PKCa indiquent trois sites de phosphorylation, un
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site Tyr-497 dans la boucle d’activation ainsi que deux autres sites dans la région carboxy-
terminale (Tyr638 équivalent de Tyr-641 de la PKCBII et S657) (Giorgione et al 2003). Lors
de la phase initiale d’activation de la PKCa, les sites Tyr497 et Tyr657 sont phosphorylés ce
qui permet la stabilisation de la configuration structurale de la forme active (Gallegos &
Newton 2008, Newton 2001). La région appelée boucle d’activation joue un role extrémement
important dans le processus du gain fonctionnel apres la phosphorylation de leur sites tyrosine
kinase (Gallegos & Newton 2008). L’activité d’une protéine kinase C est régulée par des

interactions entre le domaine catalytique et le domaine régulateur (Newton 2001).

1.4.6 Récepteurs des facteurs de croissance

Les récepteurs des facteurs de croissance sont des structures membranaires
monomériques ou dimériques a activité tyrosine kinase (RTKs). La structure de base des
RTKs consiste en un domaine N-terminal extracellulaire renfermant la région de liaison au
ligand, un domaine C-terminal intracellulaire responsable de 1’activité tyrosine kinase et un
domaine intermédiaire formé d’une hélice transmembranaire. Les RTKs permettent le transfert
d’un groupe phosphate de I’ATP vers le résidu tyrosine d’une protéine. L’activation de ces
récepteurs se traduit par une auto-dimérisation suivie par une autophosphorylation des résidus
tyrosine. Ceci permet une activation spécifique de certaines enzymes et protéines adaptatrices
au domaine SH2 telle que la molécule Src (Alberts et al 2004). Les RTKs sont impliqués dans
la régulation de plusieurs processus biologiques tels que la croissance, la différenciation, la
motilit¢ et I’apoptose. Une augmentation dans I’expression et/ou I’activité¢ des RTKs est la

cause de plusieurs cas pathologiques, y compris les maladies cancéreuses et cardiovasculaires.
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1.4.6.1 Récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR)

L’EGFR ou I’ErBI fait partie de la famille des récepteurs ErB1 a activité tyrosine
kinase (RTK) (Prigent & Lemoine 1992). Les ligands endogenes de ce récepteur membranaire
constituent une famille appelée facteurs de croissance épidermique (EGF) (Cohen 2008). Cette
famille comprend I’EGF, le TGF-a et I’'HB-EGF. L’activation d’EGFR est impliquée dans
plusieurs processus biologiques essentiels tels que la prolifération, la croissance et la survie
cellulaire. L’invalidation du géne de I’EGFR au niveau des CMLVs favorise la mort cellulaire
spontanée, diminue la sensibilit¢ d’ERK1/2 a I’effet stimulateur des RCPGs activés et du
stress oxydatif et joue un réle important dans I’homéostasie basale des CMLVs (Schreier et al
2011). L’activation de ’EGFR constitue aussi une étape essentielle dans le processus de
vasoconstriction (Griol-Charhbili et al 2011) et du remodelage vasculaire (Takayanagi et al

2015).

Il est maintenant évident que 1’activation de plusieurs types de RCPGs aboutit a une
activation de p42/44MAPKs et a une induction de c-fos (Luttrell et al 1999). Cette voie de
signalisation est classiquement impliquée dans la régulation du taux de syntheése protéique
(Eguchi et al 1998). L’activation du récepteur AT1 couplé¢ a une protéine Gqo dans les
CMLVs est associée a une transactivation de 'EGFR dépendante du Ca®', suivie par le
recrutement des complexes protéiques Grb2/Shc/Sos et I’activation des ras/MAPK (Birukov
2009, Daub et al 1996, van Biesen et al 1995). Les mécanismes moléculaires qui relatent les
RCPGs et ’EGFR étaient un sujet de recherche intense au cours des dernic¢res décennies, et
plusieurs recherches confirment le role physiopathologique important de I’axe RCPG-EGFR

dans les mécanismes moléculaires de la croissance et de la prolifération cellulaire dans
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différents types cellulaires, y compris les CMLVs. D’autres recherches ont rapporté que cette
méme transactivation de I’EGFR est aussi impliquée dans la phosphorylation de N70 S6
kinase selon une voie dépendante de la PI3K-Akt (Eguchi et al 1999) et de p42/44MAPKs
(Iwasaki et al 1999), ce qui induit une augmentation du taux de prolifération et du taux de

synthése protéique (Bahrami et al 2014).

1.4.6.2 Récepteur du facteur de croissance insulinomimétique (IGF-1R)

L’IGF-1R est un récepteur transmembranaire a activité tyrosine kinase, formé de deux
hétérodimeres a/f présents abondamment dans les CMLVs par rapport a son homologue IRs
(récepteur a I’insuline) (Arnqvist et al 1995). On assiste aussi a la présence des récepteurs
formés des hétérodimeres IGF-1R ao/f et IR o/f dans les CMLVs (Bailyes et al 1997,
Johansson & Arnqvist 2006). Une concentration supra-physiologique de I’insuline induit des
effets biologiques importants dans les CMLVs, surtout par son activation du récepteur IGF-1R
(Johansson & Arnqvist 2006). En plus d’une activation directe par son ligand, I'IGF-1R est
aussi ciblé par le phénomene de transactivation, qui refléte une activation indirecte par une
autre voie de signalisation initialisée par d’autres types de récepteurs comme le récepteur AT1
(Zahradka et al 2009). Cette transactivation est assurée par des seconds messagers comme le
Ca®" (Tu et al 2010), les EROs (Touyz et al 2003a) et la molécule c-Src (Oligny-Longpre et al
2012). De ce fait, ’'IGF-1R constitue un médiateur important du remodelage vasculaire. Dans
le méme contexte, le stress mécanique induit une hausse dans le taux d’expression du facteur
de transcription Egr-1 (early growth response), dont le rdle dans le processus d’activation de

I’IGF1-R a été rapporté (Wu et al 2010). Ceci explique au moins partiellement I’implication
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potentielle de 'IGF1-R dans la formation de la néointima (Wu et al 2010). Dans le méme
contexte, les forces d’étirement mécaniques induisent une augmentation du taux d’expression
protéique et le taux d’ARNm de 'IGF-1R, ce qui suggére un role important de ’IGF-1R dans

les mécanismes moléculaires du remodelage vasculaire (Song et al 2007).

1.4.6.3 Récepteur du facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGFR)

Le récepteur du facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGFR) est une structure
membranaire hétérodimérique de nature glycoprotéique composée de deux chaines o et f dont
la partie extracellulaire est pourvue de domaines Ig (Ig like domains). On distingue deux types
de récepteurs du PDGF : le PDGFRa et le PDGFRJ (Andrae et al 2008). Des agonistes tels
que le PDGF-A, le PDGF-B et le PDGF-C sont capables d’activer le PDGFRa, alors que le
PDGF-Rp est surtout activé par le PDGF-AB et le PDGF-BB (Andrae et al 2008, Shaw & Xu
2003). Une activation du PDGFR induit une réponse pro-proliférative dans plusieurs types
cellulaires y compris les CMLVs (Kohler & Lipton 1974, Ross et al 1974). Le PDGFR
constitue un acteur important du remodelage vasculaire. En effet, a I’instar des autres
récepteurs de facteurs de croissance, la transactivation du PDGFR est impliquée dans les
mécanismes moléculaires du remodelage vasculaire induit par plusieurs facteurs qui sont entre
autres la force du cisaillement (Ma et al 1999), I’Ang II (Higuchi et al 2007, Touyz 2005) et
I’ET-1 (Gomez Sandoval & Anand-Srivastava 2011). L’activation ou la transactivation du
PDGFR induit le remodelage vasculaire via la voie de signalisation d’ERK1/2 et d’Akt
(Andrae et al 2008). L’activation du PDGFR permet aussi la transactivation de ’EGFR selon

un mécanisme dépendant d’ADAM17 (Mendelson et al 2010).
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1.4.7 Phosphoinositide 3-kinase (PI3K)

La phosphoinositide 3-kinase (PI3K) est un second messager pour plusieurs facteurs de
croissance a activité tyrosine kinase. Elle permet la régulation des fonctions vitales de
I’organisme telles que la survie cellulaire, le métabolisme de la cellule et le réarrangement du
cytosquelette. La PI3K permet 1’hydrolyse des phosphoinositides en phosphatidylinositol 3,4,5
phosphate. La classe 15 PI3Ks est activée par des RTKs et des RCPGs. La classe Iz PI3K
(p110y/p101) est aussi activée par certains RCPGs par le biais de I’hétérodimere Gfy. L’ Akt
constitue un effecteur de la PI3K impliquée dans des maladies comme le diabéte,
I’hypertension et le cancer (Cantley 2002, Vanhaesebroeck et al 2010). La voie de
signalisation des PI3Ks est activée par la protéine Gq/l11 couplée a plusieurs types de
récepteurs membranaires (Graness et al 1998, Hu et al 1996).

Le récepteur al-AR couplé a une protéine Gqa induit son effet pro-prolifératif sur les
CMLVs selon une voie dépendante des PI3Ks et des MAPKs (Hu et al 1996). Des récepteurs a
la thrombine couplés a une protéine Gq n’activent pas la PI3-kinase mais peuvent moduler
d’autres voies de signalisation en impliquant la PI3-kinase (Batty & Downes 1996). L’ET-1
joue le réle du modulateur de la voie de signalisation liée a 1’insuline dans les CMLVs, selon
une voie de signalisation dépendante de PI3K (Jiang et al 1999). La PI3K joue aussi son role
dans la réponse hypertrophique induite par I’Ang II (Saward & Zahradka 1997) et constitue
aussi un point d’interférence entre la voie de signalisation initialisée par le récepteur AT1 et
I’insuline, ce qui refléte en quelque sorte un des mécanismes moléculaires d’association entre

diabéte, hypertension et maladies cardiovasculaires (Folli et al 1997, Velloso et al 1996).
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1.4.8 Signalisation MAP kinase

Les protéines kinases activées par un mitogene (Mitogen Activated protein kinases
MAPKs) sont des enzymes ubiquitaires hautement conservées (Lewis et al 1998). La
signalisation MAP kinase constitue une voie de signalisation intracellulaire impliquée dans
plusieurs réponses physiologiques et pathologiques par son rdle incontournable dans, entre
autres, la croissance, la prolifération et la survie cellulaire. Plusieurs cas de signalisation
allostérique initialisée par la protéine Gqo empruntent la voie de signalisation des MAPKs
(Goupil et al 2014). Les récepteurs membranaires a tyrosine kinase sont classiquement
impliqués dans 1’activation des MAPKs de type ERK1/2 suite a des événements précoces
déclenchés surtout par I’activation des RCPG par des agonistes vasoactifs tels que I’Ang I,
I’ET-1, la NA et la thrombine ou par une activation directe par des facteurs de croissance. La
transduction du signal transmembranaire et intracellulaire entre les RCPGs et les MAPKs
constitue un processus signalétique extrémement complexe impliquant une variété des
molécules intermédiaires selon parfois le contexte cellulaire (Caunt et al 2006, Goldsmith &

Dhanasekaran 2007).

L’activation des MAPKSs constitue une étape importante du remodelage vasculaire. En
effet, le processus de dédifférenciation des CMLVs vers un profil sécrétoire implique, au
moins partiellement, les MAPKs (Yoshiyama et al 2014). Ces protéines kinases jouent aussi
un role important dans la phosphorylation des molécules impliquées dans le processus
d’athérosclérose comme la connexine 43 (CX43) qui s’interagit avec la cycline E et favorise
ainsi la prolifération des CMLVs (Johnstone et al 2012). Des conditions pathologiques comme

une hyperglycémie, une résistance a 1’insuline ou une hypertension constituent des facteurs
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¢tablis du remodelage vasculaire dont les mécanismes moléculaires impliquent des voies de
signalisation liées a des MAPKs (Doronzo et al 2011). Dans un autre contexte, les réponses
pro-inflammatoires et profibrotiques des CMLVs induites par des substances actives dérivées

des adipocytes impliquent aussi des MAPKs (Nguyen Dinh Cat et al 2011).

1.4.9 Stress oxydant

Les réactions chimiques d’oxydoréduction, telles que le processus de respiration
aérobique, produisent plusieurs types de molécules hautement réactives appelées especes
réactives oxygénées (ERO) (Fridovich 1999). Ces EROs jouent un role physiologique
inévitable dans les mécanismes de transduction du signal (Banfi et al 2001, Touyz & Schiffrin
2004). Le stress oxydant est le résultat d’un déséquilibre entre la production et 1’élimination
des EROs suite a une surproduction et/ou élimination inefficace de ces molécules hautement
réactives. Un exces dans 1’activité de la signalisation redox joue un réle important dans
I’établissement et le développement de [I’hypertension artérielle et des maladies
cardiovasculaires (Montezano & Touyz 2014, Touyz 2004, Touyz & Schiffrin 2004). La
respiration aérobie constitue la premiére source endogéne de production des EROs identifiée.
La NADPH oxydase (NOX), qui fut découverte pour la premiére fois dans les phagocytes,
constitue la source majeure du stress oxydant au niveau vasculaire (Schiffrin & Touyz 2003,
Wilkinson-Berka et al 2014). Elle est formée de plusieurs sous-unités fonctionnelles
membranaires (p22phox et gp91phox) et cytoplasmiques (p47phox, p67phox, p40phox et Rac)
(Griendling et al 2000, Vignais 2002) (figure 8), dont la composition, la distribution tissulaire

et le mode d’activation peuvent étre différents selon le type d’isoforme. La NOX2 constitue un
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prototype des NADPH oxydases formé de plusieurs sous-unités cytosoliques (p47™"", p67°"*
et p40P™™), des petites protéines G (Racl/2 et RaplA) et d’une protéine membranaire
(cytochrome b558). Quant a la NOX4, elle est exprimée dans plusieurs types cellulaires y
compris les CMLVs (Hilenski et al 2004, Lyle et al 2009) et les CEs (Ago et al 2004). La
NOX4 forme un complexe protéique fonctionnel avec la p22™*, indépendamment des autres
facteurs cytosoliques impliqués dans ’activation de NOX1 et NOX2. Cependant, au niveau
vasculaire, la sous-unité p22phox s’associe avec Poldip2 afin d’activer la NOX4, ce qui
permet de réguler le remodelage du cytosquelette et la migration des CMLVs (Lyle et al
2009). Identifiée pour la premicre fois en 2001, la NOXS constitue une protéine membranaire
qui ne partage que 27% d’homologie de structure avec le prototype NOX2. Elle est pourvue
d’une boucle intracellulaire contenant des sites de liaisons du calcium. Contrairement aux

2P hox

autres NOXs, la NOXS5 ne s’associe pas avec p2 et les autres facteurs cytosoliques pour

son activation (Banfi et al 2001, Banfi et al 2004, Cheng et al 2001).

Figure 8 : Structure simplifiée de la NADPH oxydase dans une CMLVs. Source : adaptée de
Griendling et al., (2000). Circ Res. 86:494-501.
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Les autres sources endogenes du stress oxydatif proviennent surtout du processus de la
respiration mitochondriale, des péroxysomes (Schlezinger et al 2002), des lipoxygénases et du
cytochrome P450 (Touyz & Schiffrin 2004). La NADPH oxydase, la xanthine oxydase
(X/XO) et le monoxyde d’azote synthase épithéliale (eNOS) sont capables de générer de
I’anion superoxyde qui interagit avec le monoxyde d’azote, donnant naissance a un ion
peroxynitrite (Cohen 2008) dont I’excés peut engendrer des effets pro-nécrotiques et pro-
apoptotiques. De ce fait, les especes réactives oxygénées (ERO) jouent parfaitement le role du
second messager par leur implication dans la régulation d’une variété de fonctions cellulaires
comme la régulation génique, la croissance et la mort cellulaire (Dimmeler & Zeiher 2007).
Effectivement, plusieurs hormones vasoactives induisent leurs effets physiopathologiques, au
moins partiellement, par une augmentation de la production des EROs (Banes-Berceli et al
2005, Sanchez et al 2014). Dans le cas d’hypertension, une association entre le stress oxydant
et "augmentation de la pression artérielle a été rapportée dans différents modéles animaux
d’hypertension y compris le SHR et le rat traité¢ au sel DOCA (Callera et al 2006, Callera et al
2003, Nabha et al 2005, Welch & Wilcox 2001) .

On distingue plusieurs types des EROs produites par les systemes biologiques qui sont
essentiellement : le radical hydroxyle (ROO), le dioxyde d’azote (NO2), la peroxynitrite
(ONOO-), le peroxyde d’hydrogeéne (H202), le radical alkoxyle (RO'), I’anion superoxide
(077) et le radical hydroxyle (OH™). L’anion superoxide est la source majeure de production

de H202 (Touyz & Schiffrin 2004).

Monoxyde d’azote + ion superoxyde = ion peroxynitrite + H2O
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Chaque cellule est pourvue d’un systeme de défense antioxydant capable de réduire le
niveau des ERO (Fridovich 1999). Ce systéme est constitué principalement d’une composante
enzymatique qui regroupe la catalase (CAT), le superoxyde dismutase (SOD), la glutathion
peroxydase (Gpx), et d’une composante non enzymatique constituée en grande partie des

antioxydants exogeénes comme certaines vitamines (vitamine E, C, A).

1.5 Hypertension

L’hypertension artérielle constitue un probléme majeur de santé publique concernant a
la fois les pays industrialisés et les pays en voie d’industrialisation (Kearney et al 2005, Lawes
et al 2008). Cette pathologie vasculaire constitue un facteur de risque essentiel des maladies
du cceur et des accidents vasculaires cérébraux (AVC) qui sont les principales causes de
mortalit¢ (Rahman & Gilmour 2014). Selon I’organisation mondiale de la santé, 12,8% du
taux totale de mortalité est causé par I’hypertension (hypertension. 2013) (Papathanasiou et al
2015). Un traitement de I’hypertension artérielle systolique et diastolique est nécessaire quand
les valeurs de la pression artérielle dépassent 140/90 mmHg. Ce traitement est associé¢ a une
réduction significative des complications cardiovasculaires. La prévalence de I’hypertension
artérielle au canada concerne 20% de la population canadienne adulte, et le pourcentage du
contrdle de la pression artérielle atteint 64,6% de la population (Daskalopoulou et al 2015).
Selon I’organisation mondiale de la santé, le pourcentage de la population adulte hypertendue
atteint 40% de la population générale mondiale mais seulement 32% parmi cette population
recgoit un traitement (hypertension. 2013).

La tension artérielle est, essentiellement, le résultat de deux variables: un débit

cardiaque et une résistance vasculaire périphérique. L hypertension artérielle survient lors
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d’une augmentation du débit cardiaque et/ou de la résistance vasculaire périphérique. Cette
hypertension peut étre primaire (majorité de cas) ou secondaire, souvent liée a une des causes
rénales. L’hypertension essentielle idiopathique est un état pathologique complexe et
multifactoriel dont les causes précises ne sont pas trés bien connues. La pression pulsée,
différence entre la pression artérielle systolique (PAS) et la pression artérielle diastolique
(PAD), constitue aussi un indicateur clinique prédictif des complications cardio-vasculaires
(Domanski et al 2002, Millar & Lever 2000) liées a 1’age et a des états hypertensifs chroniques
comme les AVC, I’insuffisance cardiaque et les symptomes du syndrome coronarien aigu. La
valeur moyenne de la pression artérielle pulsée se situe entre 50 mmHg et 60 mmHg, et les
risques cardiovasculaires augmentent quand cette valeur différentielle de la pression artérielle
dépasse 80 mmHg. La fraction d’¢jection ventriculaire reflétée par le volume d’éjection
systolique et la compliance artérielle (des arteres de conduction) constituent les parameétres

majeurs qui influencent la pression pulsée (Domanski et al 2002, Millar & Lever 2000).

1.5.1 Modéle animal d’hypertension essentielle (rats spontanément hypertendus)

Les rats spontanément hypertendus (spontaneously hypertensive rats : SHR) est le
mod¢le animal le mieux caractérisé pour étudier I'hypertension artérielle chez I'homme. La
phase pré-hypertensive survient généralement entre la 4°™ et la 6°™ semaine (Zimmerman &
Frohlich 1990). On note bien évidemment des ressemblances dans la cinétique du
développement de I’hypertension et des maladies cardio-vasculaires liées a cette hypertension
remarquée chez ’homme qui sont, entre autres, le remodelage vasculaire, I’hypertrophie
cardiaque et I’insuffisance cardiaque. En effet, plusieurs complications cardio-vasculaires

remarquées dans ce modele animal ont été rapportées cliniquement chez I'Homme (Trippodo
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& Frohlich 1981). Malgré les divergences concernant I'age de I'établissement, I'hypertension
artérielle s'établit généralement entre 1'age de 10 et 12 semaines. Ce développement progressif
de I'hypertension peut s'établir plus au moins rapidement selon le background génétique des
rats (Engelmann et al 1987).

Le modele SHR est caractérisé par une altération dans la structure de la membrane
vasculaire (Yamori et al 1981). L’aorte des rats SHR nouveau-nés montre une hyperplasie
causée essentiellement par I’hyperprolifération des CMLVs de SHR par rapport aux rats WKY
(Hamet et al 1985, Walter & Hamet 1986). Indépendamment de leurs effets hémodynamiques,
les agonistes vasoactifs synthétisés localement jouent un role important dans le processus du
remodelage vasculaire dans le modeéle SHR. Une corrélation entre un niveau élevé en rénine et
en Ang Il dans la paroi vasculaire et une augmentation de la pression artérielle a été déja
rapporté (Miyazaki et al 1986). En disposant de la machinerie enzymatique nécessaire a la
synthese de 1I’Ang II tels que la rénine, 1’angiotensinogene et I’ACE (Dzau 1984), les CMLVs
de SHR synthétisent localement de 1’Ang II (Fukuda et al 1999). L’Ang II endogéne induit
une augmentation de I’expression des facteurs de croissance par les CMLVs de SHR (Majack
et al 1990, Stouffer & Owens 1992) et joue un role important dans le remodelage vasculaire
indépendamment de I’ Ang II circulant. Les CMLVs de SHR ont aussi une activité synthétique
beaucoup plus importante en termes de certains facteurs de croissance tels que le PDGF-A, le
TGFB1 et bFGF (Fukuda et al 1997, Fukuda et al 1999, Hu et al 1998, Satoh et al 2001). Les
CMLVs de SHR sont aussi capables de synthétiser de I’ET-1 d’une maniére endogéne (Lu et

al 2003).
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1.6 Complications cardiovasculaires liées a I’hypertension

1.6.1 Remodelage vasculaire : définitions et mécanismes moléculaires

Le remodelage vasculaire hypertrophique est une réponse compensatoire suite
essentiellement a des contraintes biochimiques et mécaniques appliquées sur la paroi
vasculaire. Ce processus compensatoire implique plusieurs réponses cellulaires y compris la
prolifération, 1’hypertrophie et la migration des CMLVs (Erami et al 2002, Rzucidlo et al
2007). Effectivement, les CMLVs se dotent d’une plasticité qui leur permet de changer leur
profil majoritairement contractile vers un profil sécrétoire (Chistiakov et al 2015a). Cette
dédifférenciation survient dans des cas pathologiques comme I’hypertension et
I’athérosclérose (Rzucidlo et al 2007). La couche moyenne (la media) des artéres est formée
majoritairement de CMLVs qui constituent 1’unité structurale responsable du tonus vasculaire
(Ammit & Panettieri 2001). En effet, dans le cas physiologique, les CMLVs adultes gardent
une activité proliférative et synthétique faible avec la présence d’un profil contractile
caractérisé par 1’abondance de protéines impliquées dans la contraction vasculaire comme
I’alpha-SMA (alpha-actin), SM22a et la calponine (Owens 1995, Owens et al 2004). Une
pression intraluminale élevée due a une hypertension artérielle est associée a une
augmentation de I’hypertrophie et de la prolifération des CMLVs et a une hausse du taux de
synthése de la MEC (Negoro et al 1995, Skalak & Price 1996). Ceci permet le maintien d’une
contrainte circonférentielle constante et compense une augmentation de la pression
intraluminale (Hayashi & Naiki 2009). En plus, des hormones vasoactives comme 1’ Ang II,
I’ET-1 et la thrombine (Hsieh et al 2009), des facteurs de croissance comme le TGF-, I'EGF,

le FGF-2 et le PDGF causent la prolifération des CMLVs (Dempsey et al 1991, Hayashi et al
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1998, Stouffer & Owens 1994, Suwanabol et al 2012) et constituent donc des acteurs
importants du remodelage vasculaire.

Des facteurs de risques athérogéniques y compris le diabéte et I’hypercholestérolémie
influencent négativement la biodisponibilit¢é du mono-oxyde d’azote (NO) et constitue un
cofacteur important du remodelage vasculaire y compris la prolifération des CMLVs (Son et al
2008, Zampetaki & Xu 2009). D’autre part, on assiste a une augmentation de la production du
NO par iNOS (inductible nitric oxide synthase) dans les CMLVs en cas d’hypertension. Ces
monoxydes d’azote produisent des peroxynitrites (ONOQO’) a pouvoir pro-oxydant élevé
capable de potentialiser les facteurs du remodelage vasculaire (Fortuno et al 2005, Milstien &

Katusic 1999, Ronson et al 1999).
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Figure 9 : différents aspects du remodelage vasculaire. Source : adapté de Mulvany M.J.

(Mulvany 1999).



52

1.6.1.1 Dédifférenciation des CMLVs et dynamique calcique

Les CMLVs constituent une structure fonctionnelle excitable responsable de la
perfusion tissulaire (artéres) et du drainage vasculaire (veines), permettant ainsi un contrdle
important de la pression artérielle (Yoshida T et Owens GK; 2005). Ces CMLVs s’adaptent a
plusieurs changements physiologiques et pathologiques, et montrent une plasticité
remarquable (Owens GK; 2004). En effet, la CMLV est dotée d’une plasticité phénotypique
caractérisée par une dédifférenciation d’un phénotype contractile vers un phénotype
majoritairement sécrétoire et prolifératif (Matchkov et al 2012, Rzucidlo et al 2007, Song & Li
2010). Le changement phénotypique des CMLVs est associé a un certain nombre de maladies
telles que 1’hypertension, I’athérosclérose, la (re)sténose (Heeneman et al 2007, Owens et al
2004). Les CMLVs qui ont désormais un profil synthétique gardent tout de méme la capacité
d’interagir a des stimuli et d’augmenter le taux du calcium intracellulaire, mais selon un
mécanisme de dynamique calcique différent concernant I’entrée du calcium extracellulaire
(Wambhoff et al 2006). En fait, la porte d’entrée majeure du calcium extracellulaire pour une
CMLYV a profil contractile est le canal calcique dépendant du voltage (Voltage-gated L-type
Ca’" channels (LTCCs)) qui s’ouvre lorsque le potentiel de la membrane est hyperpolarisant.
Dans le cas d’hypertension, on assiste a une élévation du niveau du calcium intracellulaire des
CMLVs et une augmentation de la sensibilit¢ aux stimuli vasoactifs (Bohr & Webb 1988,
Noon et al 1978, Orlov et al 1993, Thompson et al 1987). L’entrée du calcium extracellulaire,
dans le cas d’une CMLV dédifférenciée, est assurée par deux types de canaux calciques
indépendants du voltage, qui sont SOCE (store-operated Ca’" entry) et ROCE (receptor-
operated Ca’" entry) (Baryshnikov et al 2009, Berra-Romani et al 2008). Ce changement dans

la dynamique du calcium est associ¢é a une disparition des événements calciques



53

spatiotemporels qui caractérisent une CMLV contractile (Bobe et al 2011, Lipskaia et al
2005). Cette dynamique spatiotemporelle du calcium appelé Ca*" sparks a un feed-back
négatif sur la contraction de la CMLV par son activation des canaux potassiques sensibles au

Ca®"(KCa) (Gollasch et al 2000, Nelson et al 1995).

Malgré que les canaux calciques dépendant du voltage (CCVDs), tels que le canal
Cavl.2, sont ciblés par des médicaments anti-hypertensifs, leur niveau d’expression diminue
dans les CMLVs a profil synthétique (Gollasch et al 1998, Neylon et al 1999, Richard et al
1992). La perte de la fonction du canal Cavl.2 diminue considérablement 1’entrée du calcium
en réponse a une dépolarisation ce qui engendre des anomalies dans la dynamique d’entrée du
calcium apres excitation. Contrairement aux CCVDs, les canaux TRP sont considérés comme
des canaux calciques indépendants de la dépolarisation membranaire et peuvent entrer en jeux
dans le cas du remodelage vasculaire associ¢ a un taux d’expression élevé des composantes
SOCE qui sont essentiellement les TRPCs, STIM1 et Oraill (Nilius et al 2007, Zhu et al
1996). Lors de la perte des CCVDs, I’entrée du calcium est assurée par des canaux TRPs non
sélectifs perméables a la fois aux ions Ca2+, K" et Na*. Ces canaux, décrits comme des canaux
SOCs (store-operated channels), sont impliqués dans le processus de prolifération des CMLVs
(Golovina 1999, Lin et al 2004, Sweeney et al 2002). Les canaux TRPs sont aussi des senseurs
chimiques activés directement par plusieurs types de molécules. Les lipides sont des
activateurs préférentiels de différents types de canaux TRPs. Parmi les molécules lipidiques
activatrices des canaux TRPs, on distingue surtout la LPC (lysophsphatidylcholine)
(Flemming et al 2006) qui constituent approximativement 40% du complexe LDL-oxydée. La
sphingosine-1-phosphate (S1P) est aussi capable d’activer le canal TRPC1/5 (Xu et al 2006).

Ces mécanismes moléculaires d’activation lipidique des canaux TRPs révélent un role



54

important de la dyslipidémie (hypercholestérolémie) dans les mécanismes du remodelage
vasculaire. Les especes réactives oxygénées (EROs) et les espéces réactives nitrosylées
(ERNs) sont aussi capables d’activer directement ces canaux indépendants du voltage
(Yoshida et al 2006), alors que ces facteurs inhibent les canaux type Cavl.2 (Xu et al 2006).
La voie des MAPKs semble jouer un role important dans la diminution de I’expression des
canaux Cavl.2 (Ihara et al 2002). Le TNFa, agent pro-inflammatoire, est aussi impliqué dans
I’expression des canaux TRPs selon un mécanisme dépendant du NF-kB (Paria et al 2003, Shi

et al 2005, Takahashi et al 2007).

1.6.1.2 Prolifération des CMLVs

On peut définir la prolifération cellulaire comme étant 1’augmentation du nombre de
division cellulaire associée parfois a une hyperplasie et/ou polyploidie. La prolifération des
CMLVs constitue 'un des facteurs majeurs du remodelage vasculaire. En effet, une
prolifération des CMLVs est I'une des principales causes de 1’épaississement de la paroi
vasculaire et des anomalies athérogéniques. Un état hypertensif chronique stimule la
prolifération et le taux de synthése de I’ADN dans les CMLVs et favorise la formation de la
néointima. Plusieurs hormones vasoactives d’origine nerveuse, systémique ou locale, comme
I’Ang II, ’ET-1 (Gomez Sandoval et al 2013) et les catécholamines (Parenti et al 2001, Yu et
al 1996), ont des effets pro-prolifératifs et pro-migratoires (Barman & Marrero 2005). D’autre
part, une augmentation de I’activité du systéme nerveux adrénergique constitue un cofacteur
important du remodelage vasculaire par son role dans 1’induction de la synthése du PDGF-A,

qui a un rdle efficace dans la croissance exagérée des CMLVs (Fukuda et al 1997).
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1.6.1.3 Hypertrophie des CMLVs

L’hypertrophie cellulaire est le résultat d’une augmentation de la masse (taux de
synthése protéique) et/ou de la taille d’une cellule. La voie de signalisation liée a la protéine
Gqa constitue une voie classique de la réponse hypertrophique des cardiomyocytes, et
plusieurs recherches ont démontré un role important de cette voie de signalisation dans
I’hypertrophie des CMLVs (Atef & Anand-Srivastava 2014, Keys et al 2002, Ohtsu et al
2008). Des agonistes vasoactifs comme la norepinephrine (NE), 1’epinéphrine (EPI),
I’angiotensin II (Ang II), I’endothéline-1 et la sérotonine, activent leurs propres récepteurs
couplés a une protéine G (essentiellement Gqa) en induisant une augmentation du calcium
intracellulaire et une activation de MAPKs. Ces événements signalétiques induisent une
réponse prohypertrophique a long terme dans les CMLVs. D’autres études ont aussi rapporté
une implication de petites protéines G dans la réponse hypertrophique des CMLVs
(Yamakawa et al 2000). Le SRA joue un role trés important dans I’hypertrophie des CMLVs
de la media dans plusieurs modeles d’hypertension artérielle y compris le modele SHR (Berk
et al 1989, Griffin et al 1991, Owens & Schwartz 1982). Cet effet hypertrophique de I’Ang 11
peut étre indépendant de son effet hémodynamique. Les mécanismes moléculaires de cette
hypertrophie vasculaire sont extrément complexes et impliquent plusieurs facteurs clés dont le

récepteur AT1 de I’Ang II (Geisterfer et al 1988).

1.6.1.4 Protéines contractiles et hypertrophie des CMLVs

Les mécanismes moléculaires de la dédifférentiation des CMLVs sont extrémement

complexes et interconnectés. Parmi les changements qui accompagnent cette conversion
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phénotypique, on note une diminution de I’expression de certaines protéines impliquées dans
la régulation de la contraction des CMLVs et dans le remodelage du cytosquelette. Parmi ces
molécules, on note surtout la protéine a-actine, la MHC et la SM22a. Une diminution de
I’expression de la SM22a (Kawai-Kowase & Owens 2007), protéine de la famille calponine
associée a I’actine, induit une réponse inflammatoire associée a un remodelage du
cytosquelette au niveau vasculaire selon un mécanisme dépendant du stress oxydatif et de la
voie NF-kB (Shen et al 2010). En effet, I’inhibition de 1’expression protéique de la SM22a
ainsi que la phosphorylation du résidu sérine 181 de la SM22a par 1I’Ang II, active la PKCH
qui induit une translocation de la molécule p47phox a la membrane et augmente par la suite le
niveau du stress oxidative (Lv et al 2012). Ceci induit une augmentation de I’hypertrophie et
de la prolifération des CMLVs. D’autres part, la SM22a permet la stabilisation des filaments
d’actine (Han et al 2009, Zhang et al 2001) et une augmentation de 1’expression de SM22a
inhibe la prolifération des CMLVs selon un mécanisme dépendant du RAS-ERK1/2 (Dong et
al 2010).

La myocardine a été identifiée dernierement comme un régulateur important de la
dédifférentiation des CMLVs. Ce facteur de transcription constitue un cofacteur d’activation
du SRF (Serum Response Factor). L’effet synergique de la myocardine et du SRF permet
I’induction de I’expression génique en activant plusieurs promoteurs dans les CMLVs (Chen
et al 2002, Du et al 2003, Wang et al 2002, Yoshida et al 2003). Une diminution de 1’activité
de la myocardine est associée au profil synthétique des CMLVs. En effet, ce facteur de
transcription joue un rbéle important dans I’expression génique de certaines molécules
impliquées dans la contraction vasculaire et dans la stabilité du cytosquelette tels que la SM a-

actine, la SM-MHC, la SM22a et la calponine (Yoshida et al 2004, Yoshida et al 2003).
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1.6.1.5 Forces de pression et hypertrophie vasculaire

Une hypertrophie de CMLVs est une adaptation cellulaire face a la force de pression
qui constitue le signal déclencheur de la croissance cellulaire adaptative. L’hypertrophie
vasculaire (médiale) au niveau de grosses arteéres de conduction est causée essentiellement par
I’hypertrophie des CMLVs de la tunica media. Effectivement, I’hypertension induit des effets
biomécaniques diverses sur la paroi artérielle et favorise 1’installation de la rigidité artérielle et
la résistance vasculaire périphérique. En 1989, Baumbach et Heistad ont démontré pour la
premiere fois une association entre les changements dans la structure des vaisseaux de
résistance et I’hypertension artérielle (Baumbach & Heistad 1989). Ces changements sont
surtout caractérisés par une diminution dans le diamétre de la lumiére vasculaire avec une
augmentation du rapport media/lumiére sans changement dans le volume de la media (media

cross-sectional area) (Short 1966).

Les forces mécaniques appliquées sur la paroi vasculaire englobent essentiellement la
contrainte circonférentielle générée par la pression artérielle, la contrainte de cisaillement de la
paroi causée par le flux sanguin et le stress axial de 1’¢longation (Hayashi & Naiki 2009). Un
état hypertensif chronique est associé a une réduction dans la compliance de grosses arteres de
conduction (ex. : I’aorte) (Mourad et al 1998), une augmentation de 1’hypertrophie vasculaire
et un épaississement de la paroi artérielle (Girerd et al 1994a, Girerd et al 1994b). En effet,
une hausse de la pression artérielle constitue un facteur important de la diminution de
I’¢lasticité vasculaire (compliance). Une diminution de la compliance artérielle des arteres
larges de conduction lors d’une hypertension est un facteur déterminant de la hausse de la

pression pulsatile (Riley et al 1992, Roman et al 1992). Contrairement au remodelage
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vasculaire, un profil hypertrophique est associ¢ a une augmentation de la compliance

isobarique (Mourad et al 1998).

1.6.1.6 Role d’angiotensine II dans le remodelage vasculaire

Un état hypertensif chronique est associé a une augmentation systémique et/ou locale
du niveau d’Ang II. Cette hormone vasoactive est capable de stimuler le taux de synthese
protéique, méme a de faibles concentrations hémodynamiquement négligeables, par son
activation de plusieurs voies de signalisation prohypertrophique surtout la voie de
phosphoinositides déclenchés par le récepteur AT1 couplé a une protéine Gqo (Azuma et al
1992, Griffin et al 1991). L’activation d’un RCPGqa est classiquement médiée par la voie des
phosphoinositides (Bourne et al 1990, Hamm 1998). En effet, contrairement a plusieurs
agonistes vasoconstricteurs, 1’inhibition d’Ang II n’attenue pas seulement 1’hypertension

artérielle mais aussi I’hypertrophie vasculaire.

La voie Gqa semble jouer un rdle beaucoup plus complexe dans la signalisation
intracellulaire de la réponse hypertrophique dont on ne connait pas complétement les
mécanismes (Hubbard & Hepler 2006). Le calcium, un des principaux produits de la voie
Gqo, inhibe a son tour I’activité de I’adénylate cyclase et diminue la biodisponibilité¢ de
I’AMPc (Caldwell et al 1992, Cooper et al 1995, von Hayn et al 2010) ce qui aggrave 1’état
hypertensif et le taux de remodelage vasculaire. Ces mécanismes reflétent une interconnexion
entre la voie de 1’adénylate cyclase et la voie des phosphoinositides. Ceci refléte partiellement

la complexité des mécanismes de signalisation moléculaire liés au remodelage vasculaire.
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L’Ang II induit une action complexe sur les CMLVs des artérioles de résistance d’une
maniere endocrine, paracrine ou autocrine. A long terme, I’action de I’Ang II consiste a une
régulation de D’expression génique de plusieurs molécules impliquées dans le remodelage
vasculaire. Des études suggerent un role plutét indirect de ’Ang II dans le remodelage
vasculaire par sa stimulation de la synthése de plusieurs facteurs de croissance qui agissent
d’une maniere autocrine sur les CMLVs tels que le PDGF-A, le TGF-B1 et le bFGF (Gibbons
et al 1992, Itoh et al 1993, Koibuchi et al 1993, Naftilan et al 1989, Stouffer & Owens 1992).
De plus, les modéles animaux d’hypertension artérielle dépendants de 1I’Ang II, en
I’occurrence les rats traités a I’Ang II et le modele animal rénovasculaire, présentent une

hypertrophie de CMLVs (Korsgaard & Mulvany 1988, Mulvany 1993).

1.6.1.7 Role de I’endothéline-1 dans le remodelage vasculaire

En plus de ses effets hémodynamiques puissants (Hirata et al 1989), I’ET-1 a des effets
pro-mitotiques (Hirata et al 1989) et pro-hypertrophique (Chua et al 1992) sur les CMLVs. En
effet, ’ET-1 constitue un facteur contributif important du remodelage vasculaire (eutrophique)
caractérisé par une réorganisation de fibre du collagéne et par un dysfonctionnement
endothélial (Deng et al 1995, Intengan & Schiffrin 2000, Li et al 1994, Schiffrin 1995). L’effet
prohypertrophique de I’ET-1 implique, entre autres, une transactivation de I’EGFR et une
activation de la voie de signalisation de MAPKs. A I’instar de I’Ang II, ’ET-1 constitue un
puissant activateur du NADPH oxidase qui est la source majeur du stress oxydant au niveau
vasculaire. Effectivement, dans le modeéle animal d’hypertension artérielle Sel-DOCA, ou

I’endothéline joue un role important dans son étiologie, on assiste a une augmentation du
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stress oxydatif au niveau vasculaire (Callera et al 2006, Callera et al 2003, Li et al 2003b, Li et

al 2003c¢).

1.6.2 Hypertrophie cardiaque : définition et mécanismes moléculaires

L’hypertrophie cardiaque constitue un facteur de risque majeur de la morbidité
cardiovasculaire (Levy et al 1990, Savage et al 1990). Elle est le résultat de modifications
structurales, morphologiques et fonctionnelles du cceur surtout au niveau du ventricule gauche
(VG). Ce remodelage cardiaque est la réponse compensatoire naturelle des cardiomyocytes
face a un stress physiologique (Ex: sport intense, croissance) ou pathologique (Ex:
hypertension, diabéte) (Lips et al 2003, Swynghedauw 1999). L’hypertrophie cardiaque non-
pathologique est caractérisée par une structure ventriculaire excentrique sans fibrose avec une
angiogenese équilibrée. Quant a I’hypertrophie cardiaque pathologique, elle est surtout
caractérisée par un remodelage de nature concentrique compensatoire a son début (Frohlich
1987) et qui devient par la suite décompensatoire secondaire a un état hypertensif chronique
(Vasan & Levy 1996). Des facteurs hémodynamiques, neuro-hormonaux et génétiques sont
responsables de 1’étiologie de I’hypertrophie cardiaque. Lors d’une hypertension artérielle
chronique, d’une augmentation de la postcharge cardiaque ou d’une sténose de la valve
aortique on assiste a une augmentation des forces mécaniques appliquées sur la paroi du ceeur.
D’autres facteurs comme des anomalies congénitales peuvent aussi €tre la cause d’une
hypertrophie cardiaque secondaire(Dorn & Hahn 2004). En plus du stress mécanique résultant

surtout d’une postcharge cardiaque élevée (Akhter et al 1998, Esposito et al 2001), des
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agonistes vasoactifs comme 1’Ang II, I’ET-1, la thrombine, la noradrenaline, les facteurs de

croissances et les cytokines constituent des stimuli biochimiques de I’hypertrophie cardiaque.

Le stress mécanique constitue, en quelque sorte, le stimulus déclencheur d’une réponse
hypertrophique des cardiomyocytes qui s’amplifie par I’implication synergique des autres
facteurs neurobiochimiques. Cette réponse physiopathologique est caractérisée a son début par
une réactivation de 1’expression de certains génes néonatals impliqués classiquement dans la
croissance néonatale du cceur, comme ceux des geénes de I’ANP et de la BNP (Horio et al
2000, London 2006). Les récepteurs transmembranaires couplés a une protéine Gqo joue un
role critique dans I’initiation et 1’établissement de I’hypertrophie cardiaque (Akhter et al 1998,
Esposito et al 2001). Le récépteur AT1 de I’Ang II couplé essentiellement a une protéine Gqo
est connu aussi par son role primordial dans la transduction du signal prohypertrophique apres
son activation par son agoniste. En plus, AT1 et Gqa ont aussi un role important a jouer dans
la transduction du signal mécanique prohypertrophique dépendamment ou indépendamment

de I’Ang II (Barauna et al 2013).

La voie de signalisation de Gqa est essentielle dans la prolifération et la croissance
physiologique des cardiomyocytes au cours du stade de développement embryonnaire
(Offermanns et al 1998). Elle joue un rdle crucial dans la réponse physiologique et
pathophysiologique du cceur (Adams et al 1998, D'Angelo et al 1997, Mende et al 1999).
Indépendamment de type du signal prohypertrophique, les mécanismes de 1’hypertrophie
cardiaque semble orchestrés, en grande partie, par la protéine Gqo qui constitue par son
association avec plusieurs récepteurs a sept domaines transmembranaires un point de

convergence de différents stimuli chimio-mécaniques de 1’hypertrophie cardiaque. Aprés son
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activation, la protéine Gqa stimulent plusieurs acteurs clés de I’hypertrophie comme les PKCs,

et la Ca**-calmoduline.

La PKCa constitue I’isoforme des PKC conventionnelles le plus exprimé au niveau
cardiaque (Bowling et al 1999, Palaniyandi et al 2009). Elle est activée par le Ca®” et le DAG,
deux seconds messagers de la voie de signalisation Gqo, et constitue une molécule de
signalisation qui joue un role important dans la modulation de la contractilité¢ (Belin et al 2007,
El-Armouche et al 2007) et de I’hypertrophie cardiaque (Liu et al 2009). En plus, PKCa
constitue, entre autres, un isoform capable de phosphoryler les kinases couplées a la protéine
G (GRK2 de I’anglais G protein-coupled receptor kinases), dont le role dans la régulation de
la fonction cardiaque est bien rapporté (Koch et al 1995, Rockman et al 1998). En effet, la
GRK2 phosphorylée permet la phosphorylation et le recrutement de la B-arrestin ce qui permet
la désensibilisation des RCPGs méme en présence de son agoniste. Ces mécanismes de
régulation donnent & la GRK2 un pouvoir régulateur important de la fonction cardiaque

(Bristow et al 1982, Bristow et al 1986, Lohse et al 1990, Ungerer et al 1993).
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Hypothése

Une ¢lévation de la pression artérielle est le résultat d’une augmentation des résistances
périphériques vasculaires totales et/ou du débit cardiaque. Une augmentation de la résistance
vasculaire périphérique est le résultat d’un déséquilibre dans la production des substances
vasoconstrictrices (ET-1, Ang II) et des substances vasodilatatrices (NO; prostacycline). Le
SRA et le systeme endothéline sont impliqués dans la régulation de la pression artérielle par
leurs effets rénaux, vasculaires et cardiaques. En cas d’hypertension, on assiste a une
augmentation dans le niveau local et/ou systémique de I’Ang II et de ’ET-1. L’effet de ces
agonistes vasoactifs au niveau vasculaire se traduit par une augmentation de la contractilité et
un remodelage vasculaire avec ou sans hypertrophie vasculaire. L’hypertrophie de la cellule
musculaire lisse vasculaire (CMLV) joue un role clé dans le processus du remodelage
vasculaire au niveau des grosses arteéres de conductions et des petites arteres de résistance.
Malgré plusieurs efforts de recherche, les mécanismes moléculaires de 1’hypertrophie
vasculaire ne sont pas encore complétement élucidés. La voie de signalisation moléculaire liée
a la protéine Gqa joue un role important dans les mécanismes moléculaires de 1’hypertrophie
cardiaque. De plus, I’hypertrophie des CMLVs induite par I’ Ang II se fait selon un mécanisme
dépendant de la Gqa. Cependant, a notre connaissance, le role de I’axe Gqa-PLCP au niveau
vasculaire n’était pas le sujet d’une intense investigation et aucune étude n’a élucidé
I’implication de 1’axe Gqo/PLCPB dans les mécanismes moléculaires de 1’hypertrophie

vasculaire dans le modéle animal SHR.
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Objectifs

Ce travail de doctorat a pour objectif principal d’étudier les mécanismes moléculaires
de I’hypertrophie des CMLVs dans le mode¢le animal d’hypertension artérielle essentielle
(spontaneously hypertensive rat : SHR).

Les objectifs spécifiques de ce travail consistent surtout a :

e Examiner le niveau d’expression protéique de Gg/l11a et de PLCP dans les CMLVs de
SHR de différents ages, ainsi que le role des peptides vasoactifs (Ang II et ET-1) dans
I’expression de Gq/PLCp.

e Examiner le role des protéines Gqa et PLCB1 dans I’hypertrophie des CMLVs de SHR.

e Examiner le role du stress oxydatif et de la transactivation des récepteurs des facteurs
de croissance dans les mécanismes moléculaires du comportement prohypertrophique
des CMLVs de SHR

e Examiner le rdle de la PKCS dans les mécanismes moléculaires de 1’ hypertrophie des

CMLVs de SHR.



Chapitre I1: Résultats
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ABSTRACT

Vascular Gqo signaling has been shown to contribute to cardiac hypertrophy. In
addition, angiotensin II (Ang II) was shown to induce VSMC hypertrophy through Gqo
signaling, however, the studies on the role of Gqa. and PLCPB1 proteins in VSMC hypertrophy
in animal model are lacking. The present study was therefore undertaken to examine the role
of Gqo/PLCPB1 proteins and the signaling pathways in VSMC hypertrophy using
spontaneously hypertensive rats (SHR). VSMC from 16 week-old SHR and not from 12 week-
old SHR exhibited enhanced levels of Gqa/PLCB1 proteins as compared to age-matched
Wistar-Kyoto (WKY) rats as determined by Western blotting. However, protein synthesis as
determined by [*H]-leucine incorporation was significantly enhanced in VSMC from both 12
and 16 week-old SHR as compared to VSMC from age-matched WKY rats. Furthermore, the
knockdown of Gqo/PLCBI in VSMC from 16 week-old SHR by antisense and siRNA
resulted in attenuation of protein synthesis. In addition, the enhanced expression of
Gqo/PLCB1 proteins, enhanced phosphorylation of ERK1/2 and enhanced protein synthesis in
VSMC from SHR were attenuated by Ang II ATI1 and endothelin-1 (ET-1) ET4 receptor
antagonists, Losartan and BQ123 respectively but not by ETg receptor antagonist, BQ788. In
addition, PD98059 decreased the enhanced expression of Gqa/PLCB1 and protein synthesis in
VSMC from SHR. These results suggest that the enhanced levels of endogenous Ang II and
ET-1 through the activation of AT1 and ET, receptors respectively and MAP kinase signaling,
enhanced the expression of Gqo/PLCB1 proteins in VSMC from 16 week-old SHR and result
in VSMC hypertrophy.

Key Words: Gqa protein; PLCB1 protein; SHR; VSMC; hypertrophy.
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INTRODUCTION

The heterotrimeric guanine nucleotide regulatory protein (G protein), composed of
three subunits (o, B and y), plays a crucial role in the regulation of cardiovascular functions
through the activation of several signal transduction systems including adenylyl cyclase and
phosphatidyl inositide system (39). Based on a subunit sequence similarity, Go proteins are
divided into four families Gs, Gi/o, Gq/11 and G12/13. Gs and Gi proteins regulate the activity
of adenylyl cyclase whereas the activation of Gqa by a G-protein-coupled receptor (GPCR)
stimulates phospholipase C (PLCP), which hydrolyses inositol bi-phosphate (PIP2) and
produce inositol 1,4,5-trisphosphate [Ins (1,4,5)P3] (IP3) and diacylglycerol (DAG) (23) and
activates protein kinase C (PKC) (7, 43).

Alterations in the levels of Gqo protein and associated signaling pathways appear to
contribute to the impaired cellular functions in several pathological states including diabetes,
hyperglycaemia and cardiac hypertrophy (1, 12, 17, 46). The Gqo protein and associated
signaling pathway activated by several hormones such as angiotensin II (Ang II), endothelin-1
(ET-1), and phenylephrine has also been implicated in the development and progression of
cardiac hypertrophy and heart failure (2, 8, 13, 20, 24, 38). Cardiac overexpression of Gqa in
transgenic mice has also been reported to result in hypertrophy and induction of classic
hypertrophy gene expression profile (41). In addition, the transgenic overexpression of a Gqa
dominant negative minigene that resulted in the lack of hypertrophy response to transverse
aortic constriction (TAC) (1) further supports the implication of Gqa in hypertrophy. In
addition, the Gqa signaling components including IP3-Ca>" and DAG-PKC have also been
shown to play an important role in the development of cardiac hypertrophy in stroke-prone

spontaneously hypertensive rat SHRSP (27). Furthermore, the contribution of vascular Gq-
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coupled signaling in the development of cardiac hypertrophy has also been reported by using
transgenic mice with vascular specific Gq inhibitor expression (28). We have earlier shown
the implication of Gq and MAP kinase/PI3Kinase signaling in VSMC hypertrophy induced by
vasoactive peptides in A10 VSMC (34). However, whether the expression of Gqa. and PLCB1
is enhanced and contributes to VSMC hypertrophy in rat models of hypertension such as SHR
has not yet been examined.

The present study was therefore undertaken to investigate if VSMC from SHR of 12
week-old that do not express cardiac hypertrophy and 16 week-old that express cardiac
hypertrophy exhibit enhanced expression of Gq/lla and PLCP1 proteins and if this up-
regulation is associated with VSMC hypertrophy and is attributed to the increased levels of
endogenous vasoactive peptides. We provided the first evidence that the levels of Gqa as well
as PLCP1 proteins were enhanced in VSMC from 16 week-old SHR exhibiting cardiac
hypertrophy and not from 12 week-old SHR and that the enhanced expression of Gqa and
PLCB1 may be attributed to the increased levels of endogenous Ang II and ET-1 which
through the activation of AT1 and ETa receptors respectively and MAP kinase signaling

contribute to VSMC hypertrophy.
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MATERIALS AND METHODS

Materials

ETa receptor antagonist BQ123, ETg receptor antagonist BQ788, ATl receptor
antagonist losartan, MAPK/ERK kinase inhibitor PD98059 and PLC inhibitor U73122 were
purchased from Sigma-Aldrich Chemical (St-Louis, Missouri, USA). Curcumin was
purchased from Calbiochem (San Diego, CA, USA) and helenalin was from Sigma-Aldrich
Chemical. Leucine, L-[4,5-3H(N)] was purchased from Perkin Elmer (Boston, MA).
Monoclonal Gqa antibody (10), polyclonal Glla antibody (D-17), monoclonal PLC-
B1 antibody (D-8), monoclonal p-ERK1/2 (phosphospecific-tyrosine204) antibody, polyclonal
ERK1/2 antibody (C-14), monoclonal dynein IC1/2 antibody (74-1), Western blotting
reagents, Gqa. and PLCB1 small interfering (si)RNA(r), siRNA transfection medium, and
control siRNA were from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). All other
chemicals used in these experiments were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO).
Gqa antisense oligodeoxynucleotide (AS-ODN) sequence was obtained from Alpha DNA

(Montreal, Canada). Lipofectamine 2000 was purchased from Invitrogen (CA, USA).

Cell culture and incubation

Aortic VSMC from 12 week-old and 16 week-old SHR and age-matched WKY were
cultured as described previously (3). The purity of the cells was checked by
immunofluorescence technique using a-actin as described previously (35). These cells were
found to contain high levels of smooth muscle-specific actin. VSMC were plated in 75-cm?
flasks and incubated at 37°C in 95% air-5% CO; humidified atmosphere in Dulbecco’s

modified Eagle’s medium (DMEM) (with glucose, L-glutamine, and sodium bicarbonate)
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containing 1% antibiotics (containing penicillin, streptomycin, and amphotrecin B) and 10%
heat-inactivated fetal bovine serum (FBS). Cells were passaged upon reaching confluence
with 0.5% trypsin and utilized between passages 2 and 8. Confluent cells were starved by
incubation for 24 h in DMEM without FBS at 37°C to have cell quiescence. For the receptor
antagonist studies, VSMC from SHR and WKY were incubated for 16 h in the absence or
presence of BQ123 (1uM), BQ788 (1uM), or losartan (10uM). For RNA interference studies,
cells were incubated with Gqo. and PLCB1 SiRNA (for 12 h) and Gqo AS-ODN (for 24 h).
After incubation, the cells were washed twice with ice-cold phosphate-buffered saline (PBS)
and lysed in a 200 pl buffer containing 25 mM Tris-HCI (pH 7.5), 25 mM NaCl, 1 mM
sodium orthovanadate, 10 mM sodium fluoride, 10 mM sodium pyrophosphate, 2 mM EDTA,
1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 10 pg/ml aprotinin, 1% Triton X-100, 0.1% sodium
dodecyl sulfate, and 0.5 pg/ml leupeptin on ice. The cell lysates were centrifuged at
12,000 g for 15 min at 4°C, and the supernatants were used for Western blot analysis. All the
animal procedures used in the present study were approved by the Comité de Déontologie de
I'Expérimentation sur les Animaux (CDEA) of the University of Montreal (#99050). 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).

Transfection of VSMC with siRNA

For optimal siRNA transfection efficiency, the manufacturer’s protocol was followed.
Briefly, VSMC were seeded in a 12-well plate or petri dishes and cultured in antibiotic free
normal growth medium supplemented with 10% FBS until the cells were 50-60% confluent.

On the day of transfection, cells were washed and incubated with transfection medium (sc-
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36868) containing 60 pmoles of either MOCK (scrambled, sc-37007) or rat specific Gqa
siRNA (sc-45998) or PLCBI siRNA (sc-270424) complexed with Lipofectamine 2000
reagent for 12 h. After transfection, the medium was replaced with normal DMEM
(containing 10 % FBS and 1% antibiotics) for an additional 24 h (80-90% confluence). To
examine the effect of PLC inhibitor U73122 on protein synthesis in PLCB1 silenced VSMC,
the cells were starved with FBS free DMEM supplemented with 1% antibiotics for 6 h and

treated for an additional 24 h with PLC inhibitor, U73122.

Transfection of VSMC with Antisense Oligonucleotides

The sequence of Gqo oligonucleotides used in this study was: Gqo anti-sense
oligodeoxynucleotide (Gqa. AS-ODN) (485), 5-CTA-CAC-GGT-CCA-AGT-CAT-3" and
Gqa-sense (Gga S-ODN): 5’-ATG-ACT-TGG-ACC-GTG-TAG-"3. Confluent VSMC (60%)
were transfected with antisense oligonucleotides (5 M) complexed with Lipofectamine 2000
reagent and incubated for 24 h in the DMEM medium without antibiotics and FBS. The cells

were washed three times with pre-warmed 1X PBS and incubated for an additional 24 h with

normal DMEM containing 10 % FBS and 1% antibiotics.

Western blotting

The levels of Gqa, Glla and PLCB1 proteins and ERK1/2 phosphorylation were
determined by western blotting as described previously (31). After SDS-PAGE, separated
proteins were electrophoretically transferred to a nitrocellulose membrane with a semi-dry

transblot apparatus at 15 V for 45 min (Gqa, G11la, p-ERK1/2) or a liquid transfer apparatus
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at 100 V for 1 h (PLCPB1). Membranes were blocked with 5 % dry milk and incubated
overnight with specific antibodies. Dynein was used as loading control. The antibody-antigen
complexes were detected by incubating the membranes with horseradish peroxidase-
conjugated antibodies for 1 h at room temperature. The blots were washed three times with
PBS before reaction with enhanced chemiluminescence (ECL) Western-blotting detection
reagents from Santa Cruz Biotechnology. Quantitative analysis of the proteins was performed
by densitometric scanning of the autoradiographs employing the Enhanced Laser
Densitometer, LKB Ultroscan XL, # 2000 and quantified using the gel-scan XL evaluation

software (version 2.1) from Pharmacia (Baie d’Urfe, Quebec, Canada).

Determination of protein synthesis

VSMC from 12 and 16 week-old SHR and age-matched WKY were grown to
confluence in 12-well culture plates. Protein synthesis (Cell hypertrophy) was evaluated by
[*H]-leucine incorporation into cells as described previously (34). Confluent cells were serum
deprived for 24 h to induce cell quiescence and were incubated in the absence or presence of
losartan (10uM), BQ123 (1uM), BQ 788 (1uM), PD98059 (10uM and 20uM) and U73122
(5p for 24 h. [*H]-leucine (2uCi per well) was added at the same time as that of antagonists
and inhibitors.

For RNA interference studies, the cells were incubated in the absence or presence of
siRNA or AS-ODN against Gqa and PLCPB1. [*H]-leucine (2 pCi) was added and further
incubated for 24 h before the cells were harvested. The cells were rinsed twice with ice-cold
1X PBS and incubated with 5% TCA for 1 h at 4°C. After being washed twice with ice-cold

1X PBS, the cells were incubated with 0.4 N sodium hydroxide solution for 30 min at room
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temperature, and radioactivity was determined by liquid scintillation counter.

Statistical analysis

Results are expressed as means + SEM. Comparisons between groups were made with
one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Bonferroni's post-hoc test. Unpaired t
test was used to compare HW/BW ratio between SHR and WKY age matched rats. A

difference between groups was significant at P < 0.05.
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RESULTS

The heart weight to body weight ratio (HW/BW) was used as an index of cardiac
hypertrophy. HW/BW (mg/g) in 12 week-old SHR was not different from age-matched WKY
rats (SHR: 4,02 £ 0,18 mg/g, WKY: 3,91+ 0,29;(n=6)), however, 16 week-old SHR exhibit
cardiac hypertrophy as compared to age-matched WKY rats (SHR: 5,20 £+ 0,13 mg/g, WKY:

3,98 £ 0,22 mg/g; P <0.05 (n=0)).

VSMC from SHR exhibit enhanced expression of Gqa/PLCpI proteins and enhanced
protein synthesis

In order to investigate if VSMC from 16 week-old SHR that exhibit cardiac
hypertrophy also exhibit enhanced expression of Gqo/PLCB1 proteins, we determined the
levels of Gg/11a as well as PLCB1, a downstream signaling molecule of Gqa., in VSMC from
16 week-old SHR. The results shown in Fig./A4, indicate that the expression of Gqa protein
was significantly increased by about 60% in VSMC from 16 week-old SHR whereas the
expression of Gqa. was not altered in VSMC from 12 week-old SHR that do not exhibit
cardiac hypertrophy compared with age-matched WKY rats. On the other hand, the
expression of Glla protein, which shares 88% homology with Gqo,, was not significantly
different in both the groups (Fig.1B). In addition, the expression of PLCB1 protein was
significantly (=85%) increased in VSMC from 16 week-old and not in 12 week-old SHR
compared with VSMC from age matched WKY rats (Fig.1C). However, the expression of
PLCP2 was not altered (data not shown). The protein synthesis as determined by [*H]-leucine
incorporation was significantly enhanced in both VSMC from 12 week-old (60%) and 16

week-old (85%) SHR compared with VSMC from age-matched WKY rats (Fig.1D).
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To investigate if the enhanced levels of Gqu/PLCPB1 proteins were due to increased
RNA synthesis, the effect of actinomycin D (AD), an inhibitor of RNA synthesis, was
examined on the enhanced expression of Gqo and PLCB1 proteins in VSMC from SHR.
Results shown in Fig.2A and Fig.2B indicate that treatment of cells with AD attenuated the

enhanced expression of Gqa and PLCB1 proteins respectively to WKY control levels.

Role of AP-1 and NF-kB in enhanced expression of Gqa/PLCf1

AP-1 and NF-«B are important transcription factors that play a crucial role in
cardiovascular pathophysiology (16, 21). In order to investigate the implication of AP-1 and
NF-kB in enhanced expression of Gqa/PLCB1 proteins in VSMC from 16 week-old SHR, we
examined the effects of curcumin and helenalin, inhibitors of AP-1 and NF-«xB
respectively(5, 22, 36) on the enhanced expression of Gqa and PLCB1 in VSMC from 16
week-old SHR. Results shown in Fig 2C,D indicate that curcumin and helenalin attenuated
significantly the enhanced expression of Gqa (Fig 2C) by about 90 % and 80% respectively
and the enhanced expression of PLCB1(Fig.2D) by about 90 % and 85 % respectively. These
inhibitors had no effect on the expression of Gqo. and PLCB1 proteins in VSMC from WKY
rats. These results suggest that the overexpression of Gqo. and PLCB1 occurs via the

activation of AP-1 and NF-xB.

Knockdown of Gqa decreases protein synthesis in VSMC from SHR

To investigate if the increased expression of Gqa contributes to the increased protein
synthesis in VSMC from SHR, the effect of the knockdown of Gqo. was examined on the
protein synthesis in VSMC from SHR and WKY. Results shown in Figure 3, indicate that the

treatment of VSMC with 5uM of Gqa antisense oligodeoxynucleotides (AS-ODN) for 24 h
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that completely attenuated the enhanced expression of Gqoa protein (Fig.3A) also attenuated
the enhanced protein synthesis by about 80% in VSMC from SHR (Fig.3B). On the other
hand, a small but insignificant decrease in the expression of Gqa and protein synthesis was
observed in VSMC from WKY rats by antisense treatment. In addition, silencing of Gqa. by
siRNA also inhibited the expression of Gqa by about 80% (Fig.3C) and protein synthesis by

about 80% in VSMC from SHR but not in VSMC from WKY (Fig.3D).

Implication of PLC and PLCpI protein in enhanced protein synthesis in VSMC from SHR
To investigate if PLC is also implicated in the enhanced protein synthesis in VSMC
from SHR, the effect of U73122 (5uM), an inhibitor of PLC, was examined on the enhanced
protein synthesis in VSMC from SHR. Results shown in Fig.4A indicate that PLC inhibitor
significantly attenuated the enhanced protein synthesis by =70 % in VSMC from SHR. To
further confirm the role of enhanced expression of PLCB1 in enhanced protein synthesis in
VSMC from SHR, we examined the effect of the knockdown of PLCB1 by PLCB1siRNA on
the enhanced protein synthesis in VSMC from SHR. Results shown in Fig.4B, C indicate that
the treatment of VSMC from SHR with PLCB1siRNA attenuated the enhanced expression of
PLCBI1 protein by =~70% (Fig.4B) and enhanced protein synthesis by ~60% (Fig.4C).
However, PLC inhibitor and PLCB1siRNA did not have any significant effect on the
expression of PLCPB1 protein and protein synthesis in control cells. In addition, the attenuation
of protein synthesis by knocking down of PLCPl1 by PLCPIsiRNA was not further

potentiated by PLC inhibitor, U73122 (Fig . 4D).
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Implication of ATI and ET 4 receptor in enhanced expression of Gqa/PLCpI proteins and
enhanced protein synthesis in VSMC from SHR

Since VSMC from SHR have been shown to exhibit increased levels of vasoactive
peptides such as Ang II and ET-1 (18,37), it was of interest to investigate whether the
enhanced levels of endogenous ET-1 and Ang II contribute to the increased expression of
Gqo/PLCB1 proteins in VSMC from SHR. To test this, we examined the effects of the
antagonists of ET4 and ETg receptor, BQ123, and BQ788, respectively, as well as losartan, an
AT1 receptor antagonist, on the increased expression of Gqo/PLCB1 proteins in VSMC from
SHR. The results shown in Fig.5A indicate that the treatment of VSMC from SHR for 16 h
with BQ123 significantly (=60%) attenuated the enhanced expression of Gqa whereas it was
completely inhibited by losartan. In addition, the increased protein expression of PLCf1
proteins in VSMC from SHR was also significantly inhibited by ~60% and =70 %
respectively by 16 h treatment with BQ123 and losartan (Fig.5B). On the other hand, BQ788
had no significant effect on the expression of Gqa and PLCB1 proteins. In addition, shorter
period of treatment (45 min) with antagonists did not have any significant effect on the
enhanced expression of Gqa (Fig.6A) or PLCB1 (Fig.6B) in VSMC from SHR. Furthermore,
these antagonists did not have any significant effect on the levels of Gqo/PLCB1 proteins in
VSMC from WKY rats.

To further investigate if the enhanced protein synthesis in VSMC from SHR is also
attributed to the enhanced levels of endogenous Ang II and ET-1, the effects of losartan,
BQ123 and BQ788 were examined on protein synthesis in VSMC from SHR and WKY rats.

Results shown in (Fig.5C) indicate that the enhanced protein synthesis exhibited by VSMC
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from SHR was attenuated to control level by losartan and BQ123 whereas BQ788 did not
have any significant effect on protein synthesis. On the other hand, these antagonists were

ineffective in attenuating the protein synthesis in VSMC from WKY rats.

Role of MAPK on enhanced expression of Gqa/PLCBI proteins and enhanced protein
synthesis in VSMC from SHR

Since MAP kinase pathway has been implicated in the regulation of protein synthesis
(14), it was desirable to investigate the role of MAPK signaling in the enhanced protein
synthesis in VSMC from SHR. To test this, the effect of PD98059 (MAPK/ERK kinase
inhibitor) on the protein synthesis was examined in VSMC from SHR. Results shown in
Fig.7A indicate that the treatment of VSMC from SHR with PD98059 at 10 uM and 20 pM
significantly inhibited the enhanced protein synthesis in VSMC from SHR by about 30 % and
80 % respectively. On the other hand, PD98059 did not have any significant effect on the
protein synthesis in VSMC from WKY rats.

We further examined the role of MAPK signaling in the enhanced expression of
Gqo/PLCB1 proteins in VSMC from SHR. To test this, the effect of PD98059 (MAPK/ERK
kinase inhibitor) on the expression of Gqo/PLCB1proteins was examined in VSMC from
SHR. Results shown in Fig.7B indicate that the treatment of VSMC from SHR with PD98059
at 10 uM and 20 uM significantly inhibited the enhanced expression of Gqo proteins by
about 60 % and 80 % respectively. In addition, the increased protein expression of PLCB1
proteins was also significantly inhibited by PD98059 at 10 uM and 20 uM by ~70% and ~85
% respectively (Fig.7C). On the other hand, PD98059 did not have any significant effect on

the expression of Gqo. and PLCB1 protein sin VSMC from WKY rats.
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To further investigate if the ERK1/2 phosphorylation is also augmented in VSMC
from SHR and whether this augmented phosphorylation of ERK1/2 is attributed to the
enhanced levels of endogenous Ang II and ET-1, the effects of losartan, BQ123 and BQ788
were examined on ERK1/2 phosphorylation in VSMC from SHR and the results are shown in
Fig.7D. The phosphorylation of ERK1/2 was significantly augmented by ~80 % in VSMC
from SHR as compared to WKY and was restored to control levels by losartan and BQ123,
but not by BQ788. However, these treatments did not have any significant effect on ERK1/2

phosphorylation in VSMC from WKY rats.
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DISCUSSION

The role of Gqa signaling in Ang Il-induced VSMC hypertrophy has been
demonstrated (40).We have earlier shown the implication of Gqo and MAP kinase/PI3Kinase
signaling in A10 VSMC hypertrophy induced by vasoactive peptides (34). However, in the
present study using animal model of pressure overload hypertrophy, we report for the first
time that aortic VSMC from 16 week-old SHR that express cardiac hypertrophy, exhibit
enhanced expression of Gqo. and PLCPB1 proteins. On the other hand, the expression of
Gqo/PLCB1 was not altered in VSMC from 12 week-old SHR that do not express cardiac
hypertrophy. These results suggest that overexpression of vascular Gqo/PLCB1 proteins may
play a role in cardiac hypertrophy in SHR. In this regard, Keys et.al by using transgenic mice
with vascular specific Gq inhibitor peptide (Gql) have shown the contribution of vascular
Gqa-coupled signaling in the development of cardiac hypertrophy in response to chronic
administration of GqPCR agonists (28).

We also show that the enhanced expression of Gqa protein in VSMC from 16 week-
old SHR contribute to increased protein synthesis (vascular hypertrophy) as compared to
WKY rats because the silencing of Gqa protein by specific siRNA or antisense attenuated the
enhanced protein synthesis in VSMC from SHR. However, Gqoa is not implicated in
hyperproliferation (hyperplasia) of VSMC from SHR because knocking down of Gqa by
antisense treatment did not attenuate the hyperproliferation of VSMC(4). Since knocking
down of Gqa inhibited the protein synthesis by about 70-80%, it further suggests that other
additional mechanisms may also contribute to the enhanced protein synthesis in 16 week-old
SHR. We earlier reported that VSMC from SHR exhibit enhanced expression of Gia protein

which was implicated in protein synthesis (33). Taken together, it may be possible that the
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enhanced expression of Gia protein may be the other mechanism contributing to the enhanced
protein synthesis in 16 week-old SHR. This notion is further supported by our study showing
that pertussis toxin treatment that inactivates Gio proteins attenuated the enhanced protein
synthesis in VSMC from 16 week-old SHR (unpublished data). On the other hand, the
increased protein synthesis in VSMC from 12 week-old SHR may not be attributed to Gqa
protein because the expression of Gqo. was not altered in VSMC from 12 week-old-SHR and
may be due to the enhanced expression of Gia proteins in 12 week-old SHR (31).

A role of PLC in norepinephrine-induced cardiomyocyte hypertrophy has been shown
(42). In the present study, we also report that U73122, an inhibitor of PLC, significantly
attenuated the enhanced protein synthesis in VSMC from 16 week-old SHR and provide the
first evidence that PLC activation may be directly involved in VSMC hypertrophy.
Furthermore, we report for the first time that VSMC from 16 week-old SHR exhibit enhanced
expression of PLCB1 protein and the fact that silencing the PLCB1 isoform with specific
siRNA resulted in a significant reduction of protein synthesis in VSMC from SHR suggests
its implication in protein synthesis. Our results showing that the inhibition of protein
synthesis by silencing PLCB1 by PLCB1 siRNA was not further potentiated by PLC inhibitor,
U73122 further suggests that PLCB1 may be the major isoform implicated in protein
synthesis. On the other hand, PLCB1 does not appear to contribute to enhanced protein
synthesis in VSMC from 12 week-old SHR because the expression of PLCB1 did not augment
in VSMC from 12 week-old SHR. To our knowledge, a direct role of PLCB1 in VSMC
hypertrophy has not been demonstrated previously. Thus, taken together, it may be suggested
that PLCP1 isoform is a mediator of VSMC hypertrophy after the establishment of

hypertension in 16 week-old SHR.
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Our results are in accordance with the other studies showing the upregulation of PLCB1 in
viable and scar heart tissue after myocardial infarction(26) and in hearts from volume
overload induced cardiac hypertrophy(11). In addition, Filtz et.al have also reported the role
of PLCb1b in Gg-induced cardiomyocyte hypertrophy(15). The over-expression of Gqa and
PLCB1 proteins in VSMC from 16 week-old SHR appears to be at the transcriptional level
because actinomycin D, an inhibitor of RNA synthesis, inhibited the enhanced expression
level of Gqa/PLCP1 proteins in VSMC from SHR. Furthermore, we showed for the first time
the implication of transcription factors API1 and NFkB in enhanced expression of Gqo and
PLCB1 proteins in SHR because curcumin and helenalin, selective inhibitors of AP1 and
NF«B attenuated the enhanced expression of Gqa and PLCB1 in VSMC from SHR.

We also examined the possible mechanism by which the expression of Gqo and
PLCP1 proteins is upregulated in VSMC from SHR. We showed that endogenous Ang II and
ET-1, important factors of vascular hypertrophy (6, 10, 19, 32) and whose levels are
augmented in VSMC from SHR (18, 37), contribute to the enhanced expression of Gqo. and
PLCPB1 proteins and hypertrophy of VSMC from 16 week-old SHR. This is supported by our
results showing that AT1 receptor antagonist, losartan, and ET4 receptor antagonist, BQ123,
attenuated the enhanced expression of Gqa and PLCP1 proteins and hypertrophy of VSMC
from SHR to WKY levels and suggest that these effects may be mediated by an autocrine
production of Ang II and ET-1. On the other hand, the ETy receptor may not be implicated in
the enhanced expression of Gqa/PLCB1 proteins and associated cell hypertrophy in VSMC
from SHR induced by endogenous ET-1 because the blockade of ETg receptor with BQ788

did not attenuate significantly the enhanced expression of Gqo/PLCB1 proteins and the
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enhanced protein synthesis in VSMC from SHR. Thus, taken together, it may be suggested
that endogenous ET-1 and Ang II through the activation of ET, and ATI receptor
respectively induce the hypertrophic response by increasing the expression of Gqo and
PLCpBI proteins.

The role of MAPK signaling in hypertension and vascular hypertrophy has been well
established (29, 44, 45). Furthermore, treatment of various cell types including VSMC with
Ang II and ET-1 has been reported to activate ERK1/2 phosphorylation (9, 25, 44). In this
study, we also report that the enhanced levels of endogenous ET-1 and Ang II augmented the
phosphorylation of ERK1/2 in VSMC from SHR, because AT1 and ET, receptors blockade
by losartan and BQ123, respectively, attenuated the enhanced phosphorylation of ERK1/2 in
VSMC from SHR but not in VSMC from WKY. Our results are in agreement with other
investigators, who have shown that MAPK activity is inhibited by losartan and BQ123 in rat
aorta (30). The fact that the inhibitor of MAP Kinase, PD98059, attenuated the enhanced
expression of Gqa and PLCB1 proteins and VSMC hypertrophy further suggests a role of
MAP kinase in the enhanced expression of Gqa/PLCB1 proteins in VSMC from SHR.

In conclusion, we provide the first evidence showing that the expression of Gqo. and
PLCp1 proteins is enhanced in VSMC from 16 week-old SHR and not from 12 week-old SHR
and result in VSMC hypertrophy. The enhanced levels of endogenous Ang II and ET-1 in
VSMC from SHR, through the activation of AT1 and ET, receptor respectively and MAPK
signaling contribute to the overexpression of Gqo. and PLCB1 proteins and resultant enhanced
protein synthesis (Fig.8). From these studies, it may be suggested that Gqo and PLCp1
proteins may be used as the potential targets for the development of new therapies for the

treatment of cardiovascular diseases.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. The expression of Gqo, G11a and PLCP1 proteins and protein synthesis in
aortic VSMC from 12 and 16 week-old SHR and age-matched WKY rats. Cell lysates
were subjected to Western blot analysis using specific antibodies against Gqa (A, top panel),
Glla (B, top panel) and PLCB1(C, top panel) as described in "Methods". The protein bands
were quantified by densitometric scanning (A, B, C, bottom panels). The values are means +
SEM of 3 separate experiments. ** P < 0.01. D, Protein synthesis was determined by [*H]-
leucine incorporation to the cells as described in "Methods". Results are expressed as

percentage of control, taken as 100%. Values are means + SEM of 5 separate experiments. * <

0.05 vs. 12 week-old WKY rats; ## P <0.01 vs. 16 week-old WKY.

Figure 2. (A,B). Effect of actinomycin D on the enhanced expression of Gqa and PLCP1
proteins in aortic VSMC from 16 week-old SHR and age-matched WKY rats. Confluent
VSMC from 16 week-old SHR and age-matched WKY rats were incubated in the presence or
absence of actinomycin D (5 uM) for 16 h. The cell lysates were prepared and subjected to
Western blotting using specific antibodies against Gqa (A) and PLCB1 (B) (upper panels) as
described in "Methods". The protein bands were quantified by densitometric scanning (A and
B, lower panels). Results are expressed as a percentage of control taken as 100%. Values are
means + SEM of 3 separate experiments. **P < 0.01 vs. WKY rats; ## P < 0.01 vs. SHR.
(C,D). Effect of curcumin and helenalin on the enhanced expression of Gqa and PLCB1
proteins in aortic VSMC from 16 week-old SHR and age-matched WKY rats. Confluent
VSMC from 16 week-old SHR and age-matched WKY rats were incubated in the absence or

presence of curcumin (1 uM) and helenalin (1 uM) for 16 hours. Cell lysates were prepared
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and subjected to Western blot analysis using specific antibodies against Gqa (C) and PLCp1
(D). Results are expressed as 100% of WKY control. Values are means + SEM of 3 separate

experiments. ** P <0.01, *** P <(0.001vs. WKY rats; ## P <0.01, ### P <0.001 vs. SHR.

Figure 3. Effect of the knockdown of Gqa on protein synthesis in VSMC from 16 week-
old SHR and age-matched WKY rats. Confluent VSMC from 16 week-old SHR and age-
matched WKY rats were incubated in the absence or presence of Gqou AS-ODN (5uM) for
24 h and Gqa-siRNA for 12 h. Cell lysates were prepared and subjected to Western blot
analysis as described in "Methods" (A and C, top panels). The protein bands were quantified
by densitometric scanning (A and C, bottom panels) and protein synthesis was determined by
*H-leucine incorporation (B and D) as described in "Methods". Results are expressed as a
percentage of control taken as 100%. Values are means + SE of 4 separate experiments. **

P <0.01, *** P<0.001 vs. WKY rats; # P <0.05, ## P <0.01 vs. SHR.

Figure 4. (A)Effect of the inhibition of PLC on protein synthesis in VSMC from 16
week-old SHR and age-matched WKY rats. Confluent VSMC from 16 week-old SHR and
age-matched WKY rats were incubated in the absence or presence of U73122 (5 uM) for
24 h.’H-leucine incorporation was measured as described in "Methods". Results are expressed
as % of WKY control (CTL; taken as 100%); Values are means+ SE of 4 separate
experiments. ** P <0.01 vs. WKY rats; # P <0.01 vs. SHR. (B, C) Effect of the
knockdown of PLCB1 on the expression of PLCP1 protein and protein synthesis in
VSMC from 16 week-old SHR and age-matched WKY rats. Confluent VSMC from 16
week-old SHR and age-matched WKY rats were incubated in the absence or presence of

PLCB1-siRNA for 12 h. A scramble siRNA was used as a negative control. Cell lysates were
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prepared and subjected to Western blot analysis using specific antibody against PLCB1(B).
Protein synthesis was determined by [*H]-leucine incorporation (C). Results are expressed as
a percentage of control taken as 100%; Values are means + SE of 4 separate experiments. **
P <0.01, *** P <0.001 vs. WKY rats; # P <0.05, ## P <0.01 vs. SHR. (D) Effect of PLC
inhibitor on protein synthesis in PLCp1-silenced VSMC from 16 week-old SHR and age-
matched WKY rats. Confluent PLCB1-silenced VSMC from 16 week-old SHR and age-
matched WKY rats were further incubated in the absence or presence of U73122 (5 uM) for
24 h. Protein synthesis was determined by °H-leucine incorporation as described in
"Methods". Results are expressed as % of WKY control (CTL; taken as 100%); Values are
means + SE of 3 separate experiments. *** P <0.001 vs. WKY rats; ## P <0.01, ###

P <0.01 vs. SHR.

Figure 5. Effect of antagonists of ET,, ETg and AT1 on the enhanced expression of Gqa
and PLCp1 proteins and protein synthesis in VSMC from 16 week-old SHR and age-
matched WKY. Confluent VSMC from 16 week-old SHR and age-matched WKY rats were
incubated in the absence or presence of BQ123 (1 uM), BQ788 (1 uM) and Losartan (10 pM)
for 16 h. Cell lysates were prepared and subjected to Western blot analysis using specific
antibodies against Gqa (A) and PLCB1 (B) and protein synthesis in VSMC (control and
treated) was determined by *H-leucine incorporation (C). Results are expressed as 100% of
WKY control. Values are means + SEM of 4 separate experiments. ** P <0.01, ***

P <0.001 vs. WKY rats; # P <0.05, # P <0.01, ### P <0.001 vs. SHR.



96

Figure 6. Effect of shorter period of treatment with antagonists of ET,, ETp and AT1
on the enhanced expression of Gqo and PLCPB1 proteins in VSMC from 16 week-old
SHR and age-matched WKY Confluent VSMC from 16 week-old SHR and WKY rats were
incubated in the absence or presence of BQ123 (1 uM), BQ788 (1 uM) and Losartan (10 uM)
for 45 min. Cell lysates were prepared and subjected to Western blot analysis using specific
antibodies against Gqa (A) and PLCB1 (B). Results are expressed as 100% of WKY control.
Values are means + SEM of 3 separate experiments. ** P <0.01, *** P<0.001 vs. WKY

rats.

Figure 7. Effect of MAPK inhibitor on the enhanced expression of Gqo and PLCp1
proteins proteins and protein synthesis in VSMC from 16 week-old SHR and age-
matched WKY rats. Confluent VSMC from 16 week-old SHR and age-matched WKY rats
were incubated in the absence or presence of PD98059 (10 uM; 20uM) for 16 hours. Protein
synthesis was determined by *H-leucine incorporation (A).Cell lysates were prepared and
subjected to Western blot analysis using specific antibodies against Gqo (B) and PLCB1
(C).Results are expressed as 100% of WKY control. Values are means + SEM of 5 separate
experiments. **P < 0.01, ***P < 0.001 vs. WKY rats; # P < 0.05, ## P < 0.01, ### P < 0.001
vs. SHR. Effect of antagonists of ET,, ETs and AT1 on ERK1/2 phosphorylation (p) in
VSMC from 16 week-old SHR and age-matched WKY. Confluent VSMC from 16 week-
old SHR and age-matched WKY rats were incubated in the absence or presence of BQ123
(1 uM), BQ788 (1 uM) and Losartan (10 uM) for 16 h. Cell lysates were prepared and
subjected to Western blot analysis using specific antibodies against pERK and total ERK (D)

as described in "Methods". Results are expressed as a percentage of control taken as 100%.



97

Values are means + SEM of 4 separate experiments. ** P <0.01 vs. WKY rats; ## P <0.01

vs. SHR.

Figure 8. The possible intracellular signaling mechanisms implicated in the enhanced
expression of Gqa/PLCB1 proteins and VSMC hypertrophy. The enhanced levels of
endogenous Ang II and ET-1 in VSMC from 16 week-old SHR, through the activation of
ATI and ET4 receptor respectively activate MAPK signaling which increase the expression of

Gqa and PLCP1 proteins and result in enhanced protein synthesis.
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Abstract

We showed previously that vascular smooth muscle cells (VSMC) from spontaneously
hypertensive rats (SHR) exhibit enhanced expression of Gqoa/PLC1 proteins which contribute
to increased protein synthesis through the activation of MAP kinase signalling. Since
oxidative stress has been shown to be increased in hypertension, we undertook the present
study to examine the role of oxidative stress in enhanced expression of Gqa/ PLCB1 proteins
and VSMC hypertrophy and explored the underlying mechanisms responsible for this
response. Protein expression was determined by Western blotting whereas protein synthesis
and cell volume, markers for VSMC hypertrophy were determined by [*H]-leucine
incorporation and 3D confocal imaging respectively. The increased expression of Gqa/PLCp1
proteins, increased protein synthesis and augmented cell volume exhibited by VSMC from
SHR were significantly attenuated by antioxidants N-acetylcysteine (NAC), a scavenger of
superoxide anion, DPI, an inhibitor of NAD(P)H oxidase. In addition, PP2, AG1024, AG1478
and AG1295, inhibitors of c-Src, IGFR, EGFR and PDGFR respectively also attenuated the
enhanced expression of Gqo/PLCP1 proteins and enhanced protein synthesis in VSMC from
SHR towards control levels.. Furthermore, the levels of IGF-1R and EGFR proteins and not of
PDGFR were also enhanced in VSMC from SHR which were attenuated significantly by
NAC, DPI and PP2. In addition, NAC, DPI and PP2 also attenuated the enhanced
phosphorylation of IGF-1R, PDGFR, EGFR, c-Src and EKR1/2 in VSMC from SHR. These
data suggest that enhanced oxidative stress in VSMC from SHR activates c-Src which through
the transactivation of growth factor receptors and MAPK signaling contributes to enhanced

expression of Gqo/PLCB1 proteins and resultant VSMC hypertrophy.

Key Words: Oxidative stress, Gqo/PLCB1, VSMC, hypertrophy, SHR.
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New and Noteworthy:

The present study reports for the first time that enhanced oxidative stress exhibited by
VSMC from SHR through the activation of c-Src and growth factor receptors increase the
activity of MAP kinase and contributes to enhanced expression of Gqa and PLCB1 proteins

and resultant VSMC hypertrophy.
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Introduction

Hypertension is associated with vascular remodeling characterized by enhanced media
to lumen ratio in arteries (29) and is attributed to hyperproliferation and hypertrophy of
vascular smooth muscle cells (VSMC) (43). Several hormones including Ang II that increase
blood pressure are also implicated in vascular remodeling by promoting VSMC proliferation
and hypertrophy (4, 7, 10) through the activation of several signaling mechanisms including
adenylyl cyclase/cAMP, phosphatidyl inositide, MAP kinase and tyrosine kinase pathways
(17, 19, 38). These signaling mechanisms are regulated by guanine nucleotide regulatory
proteins (G proteins). The G proteins are heterotrimeric proteins composed of three subunits
(a, B, and y). Two G proteins, stimulatory (Gsa) and inhibitory (Gia) regulate adenylyl cyclase
activity and cAMP levels whereas Gqa family of G proteins is subdivided into Gqa, Glla,
Gl4a, and G16a. The activation of Gqa by a G protein-coupled receptor (GPCR) stimulates
phospholipase C-f (PLC-B), which hydrolyzes inositol biphosphate (PIP2) and produces
inositol 1,4,5-trisphosphate [Ins(1,4,5)P3] (IP3) and diacylglycerol (DAG) (22) and activates

protein kinase C (PKC) (8, 42).

The implication of Gqa and MAPK/phosphatidylinositol 3-kinase signaling has been
shown in vascular smooth muscle cell (VSMC) hypertrophy induced by vasoactive peptides in
A10 VSMC (32). Gqa protein and associated signaling has also been shown to be involved in
Ang IlI-induced VSMC hypertrophy (38). We have further shown that VSMC from 16 week-
old and not from 12 week-old SHR exhibit enhanced expression of Gqa and PLCB1 proteins

which contribute to VSMC hypertrophy through the activation of MAP kinase signaling
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pathway (4). The enhanced levels of Gqa and PLCPI proteins in VSMC from SHR were

shown to be attributed to the enhanced levels of endogenous Ang Il and ET-1 (4).

The generation of reactive oxygen species (ROS) that increases oxidative stress has
been implicated in the pathogenesis of many vascular diseases, such as hypertension, diabetes,
atherosclerosis and vascular remodeling (6, 16, 23). The contribution of oxidative stress in
hyperglycemia-induced enhanced expression of Gqa protein in VSMC has been reported (14).
VSMC from SHR have been shown to exhibit enhanced oxidative stress due to the
overproduction of superoxide anion (O2-) and enhanced activity of NADPH oxidase as well as
the enhanced expression of Nox1/Nox2/Nox4 and p47ph°X subunits of NADPH oxidase (19,
34). We previously showed the implication of enhanced oxidative stress in enhanced
expression of Gia proteins in VSMC from SHR (2). Taken together, it may be possible that
the increased oxidative stress exhibited by VSMC from SHR may also be a contributing factor
in enhanced expression of Gqa and PLCP1 proteins and resultant hypertrophy. The present
study is therefore undertaken to examine the role of oxidative stress in enhanced expression of
Gqa and PLCB1 proteins and hypertrophy in VSMC from SHR and to further explore the

underlying mechanisms responsible for this response.

We showed that enhanced oxidative stress exhibited by VSMC from SHR activates c-
Src which through the transactivation of growth factor receptors and MAPK signaling
contributes to enhanced expression of Gqa/PLCPI proteins and resultant enhanced protein

synthesis.
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MATERIALS AND METHODS

Materials

EGEFR inhibitor AG1478, PDGFR inhibitor AG1295, IGF-1R inhibitor AG1028, free
radicals scavenger N-acetyl-L-cysteine (NAC), c-Src inhibitor PP2, inactive analog for Src
inhibitor PP3 and inhibitor of NADPH oxidase DPI were purchased from Sigma-Aldrich
Chemical (St-Louis, Missouri, USA). Leucine, L-[4,5-3H(N)] was purchased from Perkin
Elmer (Boston, MA). Monoclonal Gqa antibody (10), monoclonal PLC-B1 antibody (D-8),
monoclonal (phospho)-ERK1/2 (phosphospecific-tyrosine204) antibody, polyclonal ERK1/2
antibody (C-14), monoclonal dynein IC1/2 antibody (74-1), and Western blotting reagents
were from St Cruz biotech (Santa Cruz, CA, USA). Polyclonal (phospho)-EGFR antibody
(phosphospecific-tyrosinel 173), polyclonal (phospho)-PDGFR (phosphospecific-tyrosine
857) were from Calbiochem. Polyclonal EGFR, IGF-1R, (phospho)-c-Src (phosphospecific-
tyrosine-419), PDGFR and (phospho)-IGF-1R  (phosphospecific-tyrosinel165/1166)
antibodies were from St Cruz biotech. Monoclonal anti-B-actin antibody (A5441) and all other
chemicals used in these experiments were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO).

Thermo Scientific™ Cellomics™ Whole Cell Stains was from fisher scientific.

Animals, cell culture and incubation

VSMC from 16 week-old SHR and age-matched WKY rats were cultured as described
previously (3). These cells were plated in 75-cm” flasks and incubated at 37°C in 95% air-5%
CO; humidified atmosphere in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) (with glucose,
L-glutamine, and sodium bicarbonate) containing 1% antibiotics (containing penicillin,

streptomycin, and amphotrecin B) and 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS). Cells
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were passaged upon reaching confluence with 0.5% trypsin and utilized between passages 2
and 8. Confluent cells were starved by incubation for 24 hours in DMEM without FBS at 37°C
to have cell quiescence. For the receptor antagonist and antioxidant studies, VSMC from SHR
and WKY were incubated for 16 hours in the absence or presence of NAC (10 mM), DPI (5
uM), AG1478 (5 uM), AG1295 (5 uM), AG1028 (5 uM), PP2 (1 uM) and PP3 (1 uM). After
incubation, the cells were washed twice with ice-cold phosphate-buffered saline (PBS) and
lysed in a 200 pl buffer containing 25 mM Tris-HCI (pH 7.5), 25 mM NaCl, 1 mM sodium
orthovanadate, 10 mM sodium fluoride, 10 mM sodium pyrophosphate, 2 mM EDTA, 1 mM
phenylmethylsulfonyl fluoride, 10 pg/ml aprotinin, 1% Triton X-100, 0.1% sodium dodecyl
sulfate, and 0.5 pg/ml leupeptin on ice. The cell lysates were centrifuged at 12,000 g for 15
min at 4°C, and the supernatants were used for Western blot analysis. Cell viability was
checked by the trypan blue exclusion technique and indicated that >90~95 % cells were viable.
All the animal procedures used in the present study were approved by the Comité de
Déontologie de 1'Expérimentation sur les Animaux (CDEA) of the University of Montreal

(#99050). The investigation conforms to the 'Guide for the Care and Use of Laboratory.

Western blotting

The levels of protein expression and phosphorylation were determined by western
blotting as described previously (4). After SDS-PAGE, the separated proteins were transferred
to a nitrocellulose membrane with a semi-dry transblot apparatus (Bio-Rad Laboratories,
Mississauga, Ontario) at 15 V for 45 min (Gqo, c-Src and ERK1/2) or a liquid transfer
apparatus (Bio-Rad Laboratories, Mississauga, Ontario) at 100 V for 1h (PLCB1, EGFR, IGF-
IR and PDGFR). Membranes were blocked for 1 hour at room temperature with 5% dry milk

and incubated overnight with specific antibodies against different proteins: (10) against Gqa,
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(D-8) against PLC-Bl, E-4 against (phospho)-ERK1/2 (phosphospecific-tyrosine204)
antibody, C-14 against ERK 1/2, phosphospecific Tyr''” against p-EGFR, 1005 against
EGFR, phosphospecific Tyr"’ against pPDGFR, 958 against PDGFR, phosphospecific-
tyrosine1165/1166 against pIGF-1R, C-20 against IGF-1R, phosphospecific-tyrosine-419
against pc-Src and 74-1 against dynein in PBS containing 0,1% Tween-20 overnight at 4°C.
B-actin or dynein were used as loading controls. The antibody-antigen complexes were
detected by incubating the membranes with horseradish peroxidase-conjugated antibodies for
1h at room temperature. The blots were then washed three times with PBS before reaction
with enhanced chemiluminescence (ECL). Quantitative analysis of the proteins was
performed by densitometric scanning of the autoradiographs using the enhanced laser
densitometer LKB Ultroscan XL and quantified using the gel-scan XL evaluation software

(version 2.1) from Pharmacia (Baie d’Urfé, Québec, Canada).

Transfection of VSMC with siRNA

For siRNA transfection efficiency, the manufacturer’s protocol was followed. Briefly,
VSMCs were seeded in a 12 well plate or petri dishes and cultured in antibiotic free normal
growth medium supplemented with 10% FBS until the cells were 60% confluent (~48 hours).
On the day of transfection, cells were washed with transfection medium (sc-36868) and
incubated with 1ml of transfection reagent (sc-29528) containing 80 pmoles of either
scrambled siRNA (sc-37007) or siRNA specific for c-Src or EGFR oligonucleotides for 12
hours. The medium was replaced with normal DMEM (containing 10 % FBS and 1%

antibiotics) for an additional 24 h (90% confluence).
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EGFR SiRNA (r) sc-108050 is a pool of 3 different siRNA duplexes according to the
following sequences: Sc-108050A: Sense: GCUGUGCGAUUUAGCAACALt; Antisense:
UGUUGCUAAAUCGCACAGCtt. Sc-108050B: Sense: CAAGCCCA CUUGAGGAUAULtt;
Antisense: AUAUCCUCAAGUGGGCUUGtL. Sc-108050C: Sense:
GAAGAGACCUGCAUUAUCALt; Antisense: UGAUAAUGCAGGUCUCUU Ctt). c-Src
SiRNA (r) sc- 270199 is a pool of 2 different siRNA duplexes according to the following
sequences: sc-270199A: Sense: GAUCACUAGACGGGAAUCALt; Antisense:
UGAUUCCCGUCUAGUGAUC!t. Sc-270199B: Sense: GCUUACUACUCCAAAC AUGtt;

Antisense: CAUGUUUGGAGUAGUAAGCtt. All sequences are provided in 5-3" orientation.

Determination of protein synthesis

VSMC from 16 week-old SHR and age-matched WKY were grown to confluence in
12-well culture plates. Protein synthesis (Cell hypertrophy) was evaluated by [*H]-leucine
incorporation into cells as described previously (32). Confluent cells were serum deprived for
24 hours to induce cell quiescence and were further incubated for 24 hours in the absence or
presence of NAC (10 mM), DPI (5uM), AG1478 (5 uM), AG1295 (5 uM), AG1028 (5 uM),
PP2 (1 pM) and PP3 (1 pM). [*H]-leucine (2uCi per well) was added at the same time as the
inhibitors. For RNA interference studies, the cells were incubated in the absence or presence
of siRNA against c-Src and EGFR. [*H]-leucine was added and further incubated for 24 h
before the cells were harvested. The cells were rinsed twice with ice-cold 1X PBS and
incubated with 5% TCA for 1 h at 4°C. After being washed twice with ice-cold 1X PBS, the
cells were incubated with 0.4 N sodium hydroxide solution for 30 min at room temperature,

and radioactivity was determined by liquid scintillation counter and adjusted by protein
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concentration.

Cell volume measurement

VSMC from 16-week-old SHR and age-matched WKY were grown to 50%
confluence in cell imaging dish (35 X 10 mm). Cells were serum deprived for 24 h to induce
cell quiescence and were incubated for 16 h in the absence or presence of NAC (10 mM) and
DPI (5 uM). The cells were then washed twice and fixed with 10% formalin for 1 hour in 4°C
and further incubated for 45 min at room temperature with whole cell stains reagent using
Thermo Scientific™ Cellomics™ Whole Cell Stains (green). The volume of VSMC was
evaluated by 3D live cell microscopy imaging by using Zeiss LSM-T-PMT 700 (Zen 2012),
Objective Plan-Apochromat 63x/1.40 Oil DIC and 40x/1.40 Oil DIC. The 3D microscopy

datasets interpretation was performed with the software Imaris (Bitplane).

Statistical analysis
Results are expressed as means = SEM. Comparisons between groups were made with
one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Bonferroni's post-hoc test. A difference

between groups was significant at P < 0.05.
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Results

Implication of oxidative stress in enhanced expression of Gqo/PLCB1 proteins and
enhanced protein synthesis.

We have earlier shown that VSMC from SHR exhibit enhanced expression of Gqa and
PLCPB1 proteins that contribute to VSMC hypertrophy (4). Since VSMC from SHR have been
shown to exhibit enhanced oxidative stress due to the enhanced levels of superoxide anion (O,
) and NADPH oxidase activity (40), it was of interest to examine if the enhanced oxidative
stress contributes to the enhanced expression of Gqa and PLCPB1 proteins and enhanced
protein synthesis in VSMC from SHR. To test this, the effect of antioxidant DPI, an inhibitor
of NADPH oxidase and N-acetyl-L-cysteine (NAC), free radical scavenger, on the expression
of Gqo and PLCB1 proteins and protein synthesis was examined. Results shown in Figure 1
indicate that DPI (5pM) and NAC (10mM) decreased significantly the enhanced expression of
Gqo by about 45% (A) and the enhanced expression of PLCB1 protein by 30% and 40%
respectively (B). In addition, the enhanced protein synthesis was almost completely abolished
by these treatments in VSMC from SHR (C). Furthermore, DPI was effective in reducing
significantly the protein synthesis in VSMC from WKY by about 45% (C).

We also determined the effect of NAC and DPI on cell volume, another marker of
VSMC hypertrophy and the results are shown in Figure 2. VSMC from SHR exhibit enhanced
cell volume as compared to VSMC from WKY and this enhanced cell volume was

significantly attenuated by about 40% and 45% by NAC and DPI respectively.
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Implication of growth factor receptors in enhanced expression of Gqo/PLCpB1 proteins
and enhanced protein synthesis in VSMC from 16 wk-old SHR

Since the levels of growth factors have been shown to be enhanced in SHR, it was of
interest to examine the contribution of growth factor receptor in enhanced protein synthesis
and enhanced expression of Gqa and PLCPB1 proteins. To investigate this, the effects of
AG1478, an inhibitor of EGFR, AG1295, an inhibitor of PDGFR and AG1028, an inhibitor of
IGF-1R were assessed on the expression of Gqa and PLCPB1 proteins in VSMC from SHR and
WKY rats and the results are shown in Figure 3. The enhanced expression of Gqa proteins (A)
in VSMC from SHR was completely restored to the control WKY levels by AG1478, AG1295
and AG1028 whereas these inhibitors attenuated the enhanced expression of PLCB1 by about
70%, 75% and 90% respectively (B). On the other hand, these inhibitors did not have any
significant effect on the expression of Gqa or PLCB1 proteins in VSMC from WKY rats. In
addition, AG1478, AG1295 and AG1028 also attenuated significantly the enhanced protein
synthesis by about 45%, 60% and 75% respectively in VSMC from SHR whereas these
inhibitors did not have any significant effect on the protein synthesis in VSMC from WKY
(©).

We also used siRNA of EGFR to confirm its role in enhanced expression of Gqa and
PLCB1 proteins and associated enhanced protein synthesis in VSMC from SHR, and the
results are shown in Figure 4. Treatment of VSMC with EGFR-siRNA that attenuated the
expression of EGFR in VSMC from SHR by about 85% (A) also resulted in a significant
attenuation of enhanced expression of Gqa (B) and PLCPBI1 proteins (C) by about 60% and

65% respectively and enhanced protein synthesis by about 45% in VSMC from SHR (D). In
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addition, EGFR-siRNA also attenuated the expression of Gqa by about 45% in VSMC from

WKY rats (B).

Implication of oxidative stress in enhanced phosphorylation of growth factor receptors in
VSMC from SHR.

Since growth factor receptors and enhanced oxidative stress contribute to the enhanced
expression of Gqa and PLCB1 proteins in VSMC from SHR, it was desirable to examine if the
growth factor receptor activation is attributed to the increased oxidative stress. To test this, the
effects of NAC and DPI were evaluated on the phosphorylation of growth factor receptors in
VSMC from SHR and WKY rats. As shown in Figure 5, the increased phosphorylation of
EGFR (A), IGF-1R (C) and PDGFR (E) was diminished by NAC and DPI towards WKY
levels. Furthermore, the phosphorylation levels of IGF-1R and PDGFR were also significantly
decreased by these antioxidants in VSMC from WKY rats. In addition, the expression of
EGFR (B) and IGF-1R (D) but not PDGFR was increased in VSMC from 16 weeks-old SHR
as compared to WKY rats by about 200% and 150% respectively and both these antioxidants
NAC and DPI attenuated the enhanced expression of EGFR by about 65% and 80%
respectively whereas the enhanced expression of IGF-1R was completely abolished by these
antioxidants. Furthermore, the protein expression of IGF-1R in VSMC from WKY rats was

also significantly decreased (= 70%) by NAC.
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Implication of c-Src in enhanced expression of Gqo/PLCB1 proteins and protein
synthesis in VSMC from SHR

Since c-Src has been reported to be activated by ROS in VSMC (12) it was of interest
to examine if c-Src is also implicated in oxidative stress-induced enhanced expression of
Gqo/PLCB1 proteins and enhanced protein synthesis in VSMC from SHR. To investigate this,
we examined the effect of PP2, an inhibitor of c-Src on the enhanced expression of Gqa and
PLCB1 proteins and enhanced protein synthesis. Results shown in Figure 6 indicate that
treatment of cells with PP2 but not PP3, an inactive analogue of PP2, almost completely
attenuated the enhanced expression of Gqa protein (A) whereas the enhanced expression of
PLCP1 protein (B) and enhanced protein synthesis (C) were attenuated by about 75% and 80%
respectively in VSMC from SHR. On the other hand, PP2 and PP3 did not have any effect on
the expression of Gqa and PLCPB1 proteins in VSMC from WKY rats, however, PP2 and not
PP3 inhibited the protein synthesis in WKY rats by about 20%.

To further confirm the role of c-Src molecule in enhanced expression of Gqa and
PLCPB1 proteins and enhanced protein synthesis in VSMC from SHR, we tested the effect of c-
Src specific siRNA on the enhanced levels of Gqa and PLCPI protein and associated
hypertrophy in VSMC from SHR and the results are shown in Figure 7. Treatment of VSMC
with c-Src siRNA that attenuated significantly the expression of c-Src in both VSMC from
SHR and WKY rats by about 35% and 50% (A) respectively, resulted in a significant
attenuation of enhanced expression of Gqa (B) and PLCB1 (C) proteins by about 75 % and 90
% respectively and enhanced protein synthesis by about 60 % (D) in VSMC from SHR. In
addition, the expression of Gqa protein (B) and the protein synthesis (D) in VSMC from

WKY rats were also significantly decreased.
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Implication of oxidative stress in enhanced phosphorylation of ¢-Src in VSMC from SHR

To determine if the activation of growth factor receptors by oxidative stress occurs
directly or through c-Src activation, the effect of NAC and DPI was assessed on the
phosphorylation of c-Src at tyrosine 419 (Tyr*'?) in VSMC from SHR and WKY. As shown
in Figure 8, the increased phosphorylation of c-Src at Tyr*"” (85%) was attenuated by NAC
(10mM) and DPI (5uM) toward WKY levels, whereas it did not have any significant effect in
VSMC from WKY rats. Furthermore, the expression level of total c-Src molecule was not
altered in VSMC from SHR as compared to WKY rats, and NAC and DPI did not affect the

expression level of c-Src.

Implication of c¢-Src in enhanced phosphorylation of growth factor receptors in VSMC

from SHR

To determine if c-Src is the upstream signaling molecule and contributes to the
activation of growth factor receptors, the effect of c-Src inhibitor PP2 and PP3, an inactive
analog of PP2, was assessed on the phosphorylation of growth factor receptors in VSMC from
SHR and WKY rats. As illustrated in Figure 9, PP2, but not PP3, attenuated the enhanced
phosphorylation of EGFR (A), IGF-1R (C) and PDGFR (E) in VSMC from SHR to WKY
control levels. In addition, the enhanced expression of EGFR (B) and IGF-1R (D) in VSMC
from SHR was also attenuated by PP2 by about 40% and 90% respectively; however, PP2 or
PP3 did not have any effect on the phosphorylation and expression levels of growth factor

receptors in VSMC from WKY rats.
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Implication of oxidative stress and c-Src in MAP Kinase signaling in VSMC from SHR
We earlier showed the implication of MAP kinase in enhanced protein synthesis in
VSMC from SHR (4) as well as in Ang II-induced enhanced protein synthesis in A10 VSMC
(32). Growth factor receptors signal through MAP kinase pathway (26, 36). Since oxidative
stress through c-Src transactivate growth factor receptors, it was desirable to examine the
implication of ROS and c-Src in the activation of MAPK signaling. To test this, we examined
the effect of NAC, DPI and PP2 on the ERK1/2 phosphorylation in VSMC from SHR and
WKY rats. Results shown in figure 10A indicate that ERK1/2 phosphorylation was
significantly enhanced in VSMC from SHR as compared to WKY rats. Treatment with DPI
attenuates the ERK1/2 phosphorylation in both VSMC from SHR and WKY rats; however, the
enhanced phosphorylation of ERK1/2 was completely abolished in VSMC from SHR whereas
about 50% inhibition was observed in WKY rats. On the other hand, NAC attenuated only
slightly the enhanced ERK1/2 phosphorylation in VSMC from SHR. In addition, PP2 but not
PP3 attenuated completely the enhanced phosphorylation of ERK1/2 in VSMC from SHR

whereas about 35% inhibition was observed in WKY rats (Figure 10B).
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DISCUSSION

The implication of ROS in cardiomyocytes and VSMC hypertrophy has been shown by
several studies (20, 39, 45). In addition, a role of oxidative stress in the enhanced expression
of Gqo and PLCP proteins in A10 VSMC exposed to high glucose and aortic VSMCs from
STZ-diabetic rats has been shown (14). We earlier showed that the enhanced levels of
endogenous Ang II and ET-1 in VSMC from 16 week-old SHR contribute to the enhanced
expression of Gqa and PLCP1 proteins and resultant increased protein synthesis through the
activation of MAP kinase signalling (4). In the present study, we report that enhanced
oxidative stress contributes to the enhanced expression of Gqo and PLCPI proteins and
VSMC hypertrophy in VSMC from SHR.

The fact that NAC and DPI that have been shown to restore the enhanced levels of
ROS production (30, 44) also restored the enhanced expression of Gqo, PLCB1 proteins,
enhanced protein synthesis and increased cell volume, markers of VSMC hypertrophy in SHR
suggests the implication of ROS in enhanced expression of Gqa and PLCP proteins as well as
VSMC hypertrophy in SHR. In this regard, VSMC from SHR have been shown to exhibit
enhanced oxidative stress due to the overproduction of O, enhanced activity and
overexpression of Nox1/Nox2/Nox4 and p47™™* subunits of NADPH oxidase (19, 40).
However, Nox5 that has been shown to be expressed in several tissues including human
endocardial cells, human VSMC, and human endothelial cells (1) does not appear to
contribute to enhanced oxidative stress in VSMC from SHRs because Nox5 is expressed only
in primates and not in rodents (28). In addition, a role of NAD(P)H oxidase-derived ROS in
potentiating Ang Il-induced VSMC hypertrophy and in exacerbating larges arteries

remodeling has also been shown (45). In addition, NAC was shown to reduce pulmonary
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vascular remodeling and left ventricular hypertrophy induced by monocrotaline (11).
Furthermore, NOX2 was also implicated in Ang II-induced cardiomyocyte hypertrophy (21).

The underlying mechanism by which ROS enhanced the expression of Gqa and PLCP
proteins in VSMC from SHR appears to involve the transactivation of growth factor receptors,
because the enhanced phosphorylation of growth factor receptors exhibited by VSMC from
SHR was attenuated by both NAC and DPI. In this regard, a role of oxidative stress in the
transactivation of growth factor receptors has been reported (5, 37).

Our results showing that the blockade of EGFR, PDGFR and IGF-1R by specific
inhibitors; and the silencing of EGFR by siRNA, attenuated significantly the enhanced
expression of Gqo and PLCB1 proteins and enhanced protein synthesis in VSMC from SHR
suggests the implication of growth factor receptors in enhanced expression of Gqo and PLCP1
proteins and enhanced protein synthesis in these cells. These results are consistent with our
earlier studies showing a role of growth factor receptors in the enhanced expression of Gia
proteins and hyperproliferation of VSMC from SHR (17, 33). In addition, endothelin-1 was
also shown to enhance the expression of Gia proteins and proliferation through the
transactivation of EGFR in A 10 VSMC (18). Furthermore, a role of growth factor receptors in
VSMC hypertrophy has also been shown by several studies (7, 9, 10). Bouallegue et al
demonstrated the implication of IGF-1R in ET-1 and Ang II-induced VSMC hypertrophy (10).
In addition, in vivo treatment with AG1478 was also shown to attenuate Ang Il-induced
vascular hypertrophy (7). Furthermore, Kagiyama et al have shown the implication of EGFR
in Ang II and hypertension (SHR) induced left ventricular hypertrophy by using antisense
oligodeoxynucleotide to EGFR (EGFR-AS) (24, 25).

We demonstrate for the first time an enhanced expression of EGFR and IGF-1R in
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VSMC from SHR in 16 week-old SHR which may be linked to VSMC dedifferentiation in
this animal model of essential hypertension. The enhanced levels of EGFR protein were
shown in several diseases such as ovarian carcinomas and primary human brain tumor (27, 35,
46). Ang II that induces VSMC hypertrophy was also reported to increase the expression of
IGF-1R (15, 41).

We also demonstrate that c-Src inhibitor PP2 and siRNA attenuated the enhanced
expression of Gqa and PLCP proteins and enhanced protein synthesis to WKY levels suggest
the role of c-Src in enhanced expression of Gqa and PLCP proteins and enhanced protein
synthesis. Our results are consistent with the studies of Descorbeth and Anand-Srivastava who
have also reported the implication of c-Src in the enhanced expression of Gqo and PLCp
induced by high glucose in A10 VSMC (13) as well as in the enhanced expression of Gia
proteins in VSMC from SHR (17). In addition, we also report that oxidative stress is the
upstream signaling molecule of c-Src because of the fact that NAC and DPI attenuated the
enhanced phosphorylation of c-Src in VSMC from SHR. In this regard, the contribution of
oxidative stress in c-Src activation has also been shown previously in VSMC from SHR (17,
33). Furthermore, the activation of c-Src by H,O, in VSMC has also been reported (5, 9, 37).
We also report that PP2, a c-Src inhibitor attenuated the enhanced phosphorylation of growth
factor receptors as well as enhanced phosphorylation of ERK1/2 to control WKY levels and
suggests that c-Src is upstream of growth factor receptor activation. Taken together, it may be
suggested that oxidative stress, through the activation of c-Src, transactivate growth factor
receptors and results in the activation of ERK1/2, which contributes to the enhanced
expression of Gqa and PLC proteins and resultant VSMC hypertrophy. In this regard, a role

of MAPK in enhanced expression of Gqo/PLCPB1 proteins and enhanced protein synthesis in
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VSMC from SHR has been shown (4). The role of oxidative stress in enhanced activation of
ERK1/2 in VSMC from SHR has also been shown (31). In addition, H,O, was shown to
activate ERK1/2 in an EGF-R/c-Src dependant-fashion (37).

In summary, we provide the first direct evidence that the enhanced oxidative stress
exhibited by VSMC from SHR activates c-Src which through the activation of growth factor
receptor and MAP kinase signaling increases the expression of Gqo and PLCB1 proteins and
results in hypertrophy (Figure 11). From these studies, it may be suggested that Gqo and PLC-
B1 proteins may be used as the potential targets for the development of new therapies for the

treatment of cardiovascular diseases.
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Figures legend

Figure 1. Effect of NAC and DPI on protein synthesis and Gqo/PLCB1 protein
expression in vascular smooth muscle cells (VSMC) from 16-weeks old SHR and age-
matched WKY rats. VSMC from 16 wk-old SHR and age matched WKY rats were
incubated with NAC and DPI. The cell lysates were prepared and subjected to Western
blotting using specific antibodies against Gqo and PLCB1 (A, B upper panels) as described in
Materials and Methods. The B-actin was used as the loading control. The proteins were
quantified by densitometric scanning (A, B lower panels) and the protein synthesis was
determined by [’H]-leucine incorporation (C) as described in Materials and Methods. The
results are expressed as percentage of control, taken as 100%. Values are means = SEM of 4
separate experiments using different cell cultures. *P < 0.05, ***P < 0.001 vs. WKY rats; #

P <0.05,## P <0.01 vs. SHR.

Figure 2. Effect of NAC and DPI on cell volume of vascular smooth muscle cells (VSMC)
from 16-weeks old SHR and age-matched WKY rats. VSMC from 16-week-old SHR and
age-matched WKY were grown to 50% confluence in petri dishes. Cells were serum deprived
for 24 h to induce cell quiescence and were incubated for 16 h in the absence or presence of
NAC (uM) and DPI (5uM). The cells were then washed twice and fixed with 10% formalin
for 1 hour in 4°C and further incubated 45 min in the room temperature with whole cell stains
reagent using Thermo Scientific™ Cellomics™ Whole Cell Stains (green). The volume of
VSMC was evaluated by 3D live cell microscopy imaging with inverse point scanning

confocal microscope with 2 PMT channels. Objective Plan-Apochromat 63x/1.40 Oil DIC and
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40x/1.40 Oil DIC. 3D microscopy datasets interpretation was performed with the software
Imaris (Bitplane). Values are means + SEM of 3 separate experiments using different cell
cultures. In each experiment, the results are expressed as the average of cell volume of 5

different cells. **P < 0.01 vs. WKY rats; # P < 0.05 vs. SHR.

Figure 3. Effect of growth factor receptor inhibition on the enhanced protein expression
of Gqo/PLCPB1 and enhanced protein synthesis in vascular smooth muscle cells (VSMC)
from 16-weeks old SHR and age-matched WKY rats. VSMC were treated 16 hours with
AG1478 (5 uM), AG1295 (5 uM) and AG1028 (5 uM). The cell lysates were prepared and
subjected to Western blotting using specific antibodies against Gqa (upper panels A), PLCB1
(upper panels B) as described in Materials and methods. Dynein was used as the loading
control. The proteins were quantified by densitometric scanning (A, B lower panels). The
protein synthesis was determined by [’H]-leucine incorporation (C) as described in Materials
and Methods. The results are expressed as percentage of control, taken as 100%. Values are
means + SEM of 4 separate experiments using different cell cultures. **P < 0.01, ***P <

0.001 vs. WKY rats; # P <0.05, ## P <0.01, ### P <0.001 vs. SHR.

Figure 4. Effect of the knockdown of EGFR on enhanced expression Gqa/PLCpB1
proteins and enhanced protein synthesis in vascular smooth muscle cells (VSMC) from
16-weeks old SHR and age-matched WKY rats. Confluent VSMC from 16 week-old SHR
and age-matched WKY rats were incubated in the absence or presence of EGFR-siRNA for 12
h. A scramble siRNA was used as a negative control. Cell lysates were prepared and subjected
to Western blot analysis using specific antibody against EGFR (A), Gqa (B) and PLCB1 (C).

The B-actin and dynein were used as the loading control. The protein bands were quantified by
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densitometric scanning (A, B and C, bottom panels) and protein synthesis was determined by
H-leucine incorporation (D) as described in "Methods". Results are expressed as a percentage
of control taken as 100%. Values are means + SE of 3 separate experiments using different
cell cultures.. * P <0.05, ** P<0.01, *** P<0.001 vs. WKY rats; # P<0.05, ## P<0.01

vs. SHR.

Figure S. Effect of NAC and DPI on EGFR, IGF-1R and PDGFR phosphorylation and
expression in vascular smooth muscle cells (VSMC) from 16-weeks old SHR and age-
matched WKY rats. VSMC from 16 wk-old SHR and age matched WKY rats were
incubated with NAC and DPI. The cell lysates were prepared and subjected to Western
blotting wusing specific antibodies against pEGFR/EGFR, pIGF-1R/IGF-1R and
pPDGFR/PDGFR (A, B, C, D, E upper panels) as described in Materials and methods. The
proteins were quantified by densitometric scanning (A, B, C, D, E lower panels). The B-actin
was used as a loading control. The results are expressed as percentage of control, taken as
100%. Values are means + SEM of 5 separate experiments using different cell cultures. *P <

0.05, **P <0.01, ***P <0.001 vs. WKY rats; # P <0.05, # P <0.01, ## P <0.001 vs. SHR.

Figure 6. Effect of c-Src inhibitor (PP2) on enhanced expression of Gqo/PLCp1 proteins
and enhanced protein synthesis in vascular smooth muscle cells (VSMC) from 16-weeks
old SHR and age-matched WKY rats. VSMC were incubated in the presence or absence of
PP2 (5 uM) or PP3 (5 uM) for 16 hours. Membranes were prepared and subjected to Western
blotting using specific antibodies against Gqo/PLCB1 (A; B upper panels) as described in

Materials and Methods. The proteins were quantified by densitometric scanning (A, B lower
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panels) and the protein synthesis was determined by [*H]-leucine incorporation (C) as
described in Materials and Methods. The results are expressed as a percentage of control taken
as 100%. Values are means + SEM of 4 separate experiments using different cell cultures.

*P <0.05, ***P <0.001 vs. WKY rats; ## P < 0.01, ### P <0.001 vs. SHR.

Figure 7. Effect of the knockdown of ¢-Src on the expression of Gqu/PLCp1 proteins and
protein synthesis in vascular smooth muscle cells (VSMC) from 16-weeks old SHR and
age-matched WKY rats. Confluent VSMC from 16 week-old SHR and age-matched WKY
rats were incubated in the absence or presence of c-Src-siRNA for 12 h. A scramble siRNA
was used as a negative control. Cell lysates were prepared and subjected to Western blot
analysis using specific antibody against c-Src (A), Gqa (B) and PLCB1 (C). B-actin and dynein
were used as the loading control. Protein synthesis was determined by [*H]-leucine
incorporation (D). Results are expressed as a percentage of control taken as 100%; Values are
means + SE of 3 separate experiments using different cell cultures. * P <0.05, ** P <0.01,

**% P <0.001 vs. WKY rats; #P <0.05, # P <0.01 vs. SHR.

Figure 8. Effect of NAC and DPI on enhanced c-Src phosphorylation in vascular smooth
muscle cells (VSMC) from 16-weeks old SHR and age-matched WKY rats. VSMC from
16 wk-old SHR and age-matched WKY rats were incubated in the presence or absence of NA
C (10 mM) or DPI (5 uM) for 16 hours. Membranes were prepared and subjected to Western
blotting using specific antibodies against (phospho)-c-Src and c-Src (upper panels) as
described in Materials and Methods. Dynein was used as the loading control. The proteins
were quantified by densitometric scanning (lower panels) as described in Materials and

Methods. The results are expressed as a percentage of control taken as 100%. Values are
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means + SEM of 3 separate experiments using different cell cultures. ***P < 0.001 vs. WKY

rats; ### P < 0.001 vs. SHR.

Figure 9. Effect of c-Src inhibitor on EGFR, IGF-1R and PDGFR phosphorylation and
expression in vascular smooth muscle cells (VSMC) from 16-weeks old SHR and age-
matched WKY rats. VSMC from 16 wk-old SHR and age matched WKY rats were
incubated in the absence or the presence of PP2/PP3 (5uM). The cell lysates were prepared
and subjected to Western blotting using specific antibodies against pEGFR/EGFR,
pPDGFR/PDGFR and pIGF-1R/IGF-1R (A, B, C, D, E upper panels) as described in
Materials and Methods. The B-actin was used as the loading control. The proteins were
quantified by densitometric scanning (A, B, C, D, E lower panels). The B-actin was used as a
leading control. The results are expressed as percentage of control, taken as 100%. Values are
means = SEM of 5 separate experiments using different cell cultures. **P < 0.01, ***P <

0.001 vs. WKY rats; # P <0.05, ## P <0.01, ### P <0.001 vs. SHR.

Figure 10. Effect of ROS inhibition and c-Src inhibition on p42/44MAPK signaling in
vascular smooth muscle cells (VSMC) from 16-weeks old SHR and age-matched WKY
rats. VSMC were incubated in the presence or absence of NAC (10 mM), DPI (5uM) and
PP2/PP3 (5uM) for 16 hours. Membranes were prepared and subjected to Western blotting
using specific antibodies against pERK1/2 and ERK1/2 (A; B upper panels) as described in
Materials and Methods. The proteins were quantified by densitometric scanning (A, B lower
panels). The results are expressed as a percentage of control taken as 100%. Values are means
+ SEM of 3 separate experiments using different cell cultures. *P < 0.05, **P < 0.05, ***P <

0.001 vs. WKY rats; ### P < 0.001 vs. SHR.
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Figure 11. The possible intracellular signaling mechanisms implicated in the oxidative stress-
induced overexpression of Gqa/PLCP1 proteins and resultant VSMC hypertrophy.. ROS,
through the activation of c-Src, transactivate RTKs and MAPK signaling, which increases the

protein expression of Gqo/PLC-B1 and results in VSMC hypertrophy.
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Abstract
Gqa signaling has been implicated in cardiac hypertrophy. In addition, Ang II was also

shown to induce its hypertrophic effect through Gqa and PKCS activation; however, the role
of PKC9 in vascular smooth muscle cell (VSMC) hypertrophy in animal model is still lacking.
The present study was therefore undertaken to examine the role of PKCo and the associated
signaling mechanisms in VSMC hypertrophy using 16-week-old spontaneously hypertensive
rats (SHR). VSMC from 16-week-old SHR exhibited enhanced phosphorylation of PKCo-

Tyr311

and increased protein synthesis, marker of hypertrophy, as compared to WKY rats
which was attenuated by rottlerin, an inhibitor of PKCS. In addition, knocking down of PKCo
by PKCos-siRNA also attenuated enhanced protein synthesis in VSMC from SHR.
Furthermore, rottlerin attenuated the increased production of superoxide anion, NAD (P) H
oxidase activity, increased expression of Gqo, PLCB1, IGF-1R and EGFR proteins in VSMC
from SHR. In addition, the enhanced phosphorylation of ¢-Src, PKCS-Tyr’'', IGF-1R, EGFR
and ERK1/2 exhibited by VSMC from SHR was also attenuated by rottlerin. These results
suggest that VSMC from SHR exhibit enhanced activity of PKCd which through ROS, c¢-Src,

growth factor receptor transactivation and MAP kinase signaling enhanced the expression of

Gqo and PLCB1 proteins and resultant VSMC hypertrophy in SHR.

Key words: PKC8Try’'", hypertrophy, Gqo/PLCB1, SHR, VSMC.



151

Introduction

Essential hypertension is associated with vascular remodeling characterized by
enhanced media to lumen ratio in arteries [1] and is due to increased vascular smooth muscle
cells (VSMC) proliferation and hypertrophy. Guanine nucleotide regulatory proteins (G-
proteins) and receptor tyrosine kinases (RTKs) play a major role in the regulation of vascular
remodeling and aberration in the expression and/or activity of these molecules contribute to
vascular remodeling [2-6]. The Gqa, a heterotrimeric G protein, and phospholipase C (PLC)B
regulate phosphatidyl inositol (PI) turnover activated by many GPCR agonists such as Ang II,
ET-1 and thrombin, and play an important role in mediating the prohypertrophic response by
initiating other signaling mechanism including RTKSs transactivation and MAP kinase
activation [7-10]. The levels of Ang Il and ET-1 are enhanced in VSMC from spontaneously
hypertensive rats (SHR) [11,12] and promote VSMC hypertrophy [2] and proliferation [13] in

an autocrine and paracrine way.

Postreceptor signaling pathways activated by growth promoting substances involve
activation of protein kinase C (PKC) through 1,2-diacylglycerol (DAG) production and/or
intracellular calcium [8,14]. PKC is an intracellular serine/threonine protein kinase family of
at least 12 isotypes subdivided into three classes, conventional PKCs (cPKCs), novel PKCs
(nPKCs) and atypical PKC (aPKCs), which have distinct functions. PKCs isozymes
expression pattern vary according to cell type. PKC, PKCa and PKC( are the most abundant
isozymes in VSMC [15,16]. The role of PKC isoforms in vascular hypertrophy is still
insufficiently characterized and may vary according to cell type [17,18]. These intracellular

serine/threonine kinases are rapidly activated and have been reported to be implicated in the
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regulation of cell proliferation [19] and growth [20] and likely play an important role in
mediating vascular remodeling. PKC3 is one of nPKCs isoforms that do not require Ca** but is
activated by DAG [21-24]. During the last decade, PKC3 associated with tyrosine (Tyr)’"
phosphorylation has emerged as a potential mediator in response to many stimuli including
Ang II and thrombin [7,25]. Furthermore, the involvement of PKCS in growth factor
activation such as EGFR [8,9,26,27] and IGF-1R [28] has also been reported. However, the
role of PKCo in mediating vascular remodeling in essential hypertension and its possible
cross-talk with other signaling mechanism implicated in this process has not yet been well
characterized. We recently demonstrated the role of endogenous Ang II and ET-1 in enhanced
expression of Gqa and PLCB1 proteins and VSMC hypertrophy in spontaneously hypertensive
rats through the activation of MAPK signaling [2]. We also showed that enhanced oxidative
stress exhibited by VSMC from SHR through c-Src and growth factor receptor activation
increases MAP kinase signaling and enhances the expression of Gqo and PLCPB1 proteins and
results in VSMC hypertrophy [29]. However, the role of PKC6 in mediating vascular
remodeling in essential hypertension has not yet been well characterized. The present study is
therefore undertaken to examine if VSMC from SHR exhibit enhanced activation of PKC6 and
its implication in VSMC hypertrophy and to further explore the signaling mechanism

responsible for this process.

We showed that the enhanced activation of PKCS in VSMC from SHR increases
oxidative stress, c-Src and growth factor receptor transactivation that through MAP kinase
signaling increases the expression of Gqa and PLCP1 proteins and results in VSMC

hypertrophy.
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MATERIALS AND METHODS

Materials

Rottlerin and lucigenin were purchased from Sigma-Aldrich Chemical (St-Louis,
Missouri, USA). Leucine, L-[4,5-3H(N)] and thymidine , L-[4,5-3H(N)] were purchased from
Perkin Elmer (Boston, MA). Monoclonal Gqa antibody (10), monoclonal PLC-B1 antibody
(D-8), monoclonal (phospho)-ERK1/2 (phosphospecific-tyrosine-204) antibody, polyclonal
(phospho)-PKCo6 (phosphospecific-tyrosine-311)-R antibody, monoclonal PKCdé (G-9),
polyclonal ERK1/2 antibody (C-14), monoclonal dynein IC1/2 antibody (74-1), and Western
blotting reagents were from St Cruz biotech (Santa Cruz, CA, USA). Polyclonal (phospho)-
EGFR antibody (phosphospecific-tyrosine-1173) was from Calbiochem. Polyclonal EGFR,
IGF-1R,  (phospho)-c-Src  (phosphospecific-tyrosine-419)  and  (phospho)-IGF-1R
(phosphospecific-tyrosine-1165/1166) antibodies were from St Cruz biotech. Monoclonal anti-
B-actin antibody (A5441) and all other chemicals used in these experiments were purchased

from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO).

Animals, cell culture an incubation

Aortic VSMC from 16-wk-old SHR and age-matched WKY were cultured as described
previously [30]. These cells were found to contain high levels of smooth muscle-specific actin.
VSMC were plated in 75-cm” flasks and incubated at 37°C in 95% air-5% CO, humidified
atmosphere in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) (with glucose, L-glutamine,
and sodium bicarbonate) containing 1% antibiotics (containing penicillin, streptomycin, and
amphotrecin B) and 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS). Cells were passaged upon

reaching confluence with 0.5% trypsin and utilized between passages 2 and 6. Confluent cells
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were starved by incubation for 24 hours in DMEM without FBS at 37°C to have cell
quiescence. For the receptor antagonist studies, VSMC from SHR and WKY were incubated
for 16 hours in the absence or presence of different concentrations of rottlerin (from 1 uM to
10 uM). After incubation, the cells were washed twice with ice-cold phosphate-buffered saline
(PBS) and lysed in a 200 pl buffer containing 25 mM Tris-HCI (pH 7.5), 25 mM NaCl, | mM
sodium orthovanadate, 10 mM sodium fluoride, 10 mM sodium pyrophosphate, 2 mM EDTA,
1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 10 pg/ml aprotinin, 1% Triton X-100, 0.1% sodium
dodecyl sulfate, and 0.5 pg/ml leupeptin on ice. The cell lysates were centrifuged at
12,000 g for 15 min at 4°C, and the supernatants were used for Western blot analysis. All the
animal procedures used in the present study were approved by the Comité de Déontologie de
I'Expérimentation sur les Animaux (CDEA) of the University of Montreal (#99050). The

investigation conforms to the 'Guide for the Care and Use of Laboratory.

Western blotting

The levels of protein expression and phosphorylation were determined by western
blotting as described previously [2]. After SDS-PAGE, separated proteins were transferred to
a nitrocellulose membrane with a semi-dry transblot apparatus at 15 V for 45 min (Gqa,
Glla, ERK1/2/p-ERK1/2) or a liquid transfer apparatus at 100 V for 1 h (PLCB1, EGFR,
pEGFR, IGFR, pIGFR, PKC56, pPKC9, c-Src and p-Src). Membranes were blocked with 5 %
dry milk and incubated overnight with specific antibodies. B-actin was used as loading
controls. The antibody-antigen complexes were detected by incubating the membranes with
horseradish peroxidase-conjugated antibodies for 1 h at room temperature. The blots were

washed three times with PBS before reaction with enhanced chemiluminescence (ECL).
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Quantitative analysis of the proteins was performed by densitometric scanning of the
autoradiographs using the enhanced laser densitometer LKB Ultroscan XL and quantified
using the gel-scan XL evaluation software (version 2.1) from Pharmacia (Baie d’Urfg,

Québec, Canada).

Determination of protein synthesis

VSMC from 16 week-old SHR and age-matched WKY were grown to confluence in
12-well culture plates. Protein synthesis (Cell hypertrophy) was evaluated by [*H]-leucine
incorporation into cells as described previously [31]. Confluent cells were serum deprived for
24 hours to induce cell quiescence and were incubated in the absence or presence of rottlerin
(ranged from 1 to 10 pM) for 24 h. [’H]-leucine (2uCi per well) was added at the same time
as rottlerin. The cells were rinsed twice with ice-cold 1X PBS and incubated with 5%
trichloroacetic acid (TCA) for 1 h at 4°C. After being washed twice with ice-cold 1X PBS,
the cells were incubated with 0.4 N sodium hydroxide solution for 30 min at room

temperature, and radioactivity was determined by liquid scintillation counter.

PKCo downregulation with siRNA

For siRNA transfection efficiency, the manufacturer’s protocol was followed. Briefly,
VSMCs were seeded in a 12 well plate or petri dishes and cultured in antibiotic free normal
growth medium supplemented with 10% FBS until the cells were 60% confluent (~48 hours).
On the day of transfection, cells were washed with transfection medium (sc-36868) and
incubated with Iml of transfection reagent (sc-29528) containing 80 pmoles of either

scrambled siRNA (sc-37007) or siRNA specific for PKCS oligonucleotides for 12 hours. The
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medium was replaced with normal DMEM (containing 10 % FBS and 1% antibiotics) for an

additional 24 h (90% confluence).

Determination of superoxide anion and NADPH oxidase activity

The production of basal superoxide anion (O2-) was measured using the lucigenin-
enhanced chemiluminescence method at a concentration of 5 puM. After 24 hours of
starvation, the VSMC were washed with oxygenated Krebs-Hepes buffer and placed in
scintillation vials containing lucigenin solution. The emitted luminescence was measured with
a liquid scintillation counter (Wallac 1409; Perkin Elmer Life Science, Saint-Laurent,
Canada) for 5 min. The NAD (P) H oxidase activity was determined by adding NADH (100

uM). The values were adjusted to the total weight of proteins for each simple.

Statistical analysis
Results are expressed as means + SEM. Comparisons between groups were made with
one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Bonferroni's post-hoc test. A difference

between groups was significant at P < 0.05.
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Results

VSMC from SHR exhibit enhanced expression of PKC$ phosphorylation at Tyr*"!
Several vasoactives peptides such as Ang II and ET-1 have been shown to activate

PKCS [14,32]. PKCS activation associated with phosphorylation at Tyr’''

has been shown to
mediate Ang II-induced VSMC hypertrophy [7]. Since VSMC from SHR exhibit enhanced
levels of endogenous Ang II [11] and ET-1 [12] and enhanced protein synthesis [2], it was
desirable to investigate if the VSMC hypertrophy in SHR is attributed to the overexpression of
PKCS phosphorylated at Tyr’''. To test this, we determined the levels of PKCS
phosphorylated at Tyr’'' in VSMC from SHR. The results shown in Figure / indicate that the
level of PKCS phosphorylated at Tyr’'' was significantly enhanced by about 100 % in VSMC
from SHR as compared to VSMC from WKY rats whereas the expression of PKCd was not
altered. The treatment of VSMC with different concentrations of rottlerin, an inhibitor of
PKC3, attenuated significantly the enhanced Tyr’'' phosphorylation in a concentration-

dependant manner and was drastically abolished at 10 uM. In addition, rottlerin at 10uM

attenuated significantly the phosphorylation level of PKCS at Tyr’'! in WKY control rats.

Role of PKCd in VSMC hypertrophy in SHR

VSMC from SHR have been shown to exhibit hypertrophy (increased protein
synthesis) [2]. To investigate the role of PKCS in enhanced protein synthesis in VSMC from
SHR, the effect of rottlerin was tested on protein synthesis in VSMC from SHR and age
matched WKY rats and the results are shown in Figure 2. As reported earlier [2,33], protein
synthesis was significantly augmented in VSMC from SHR by about 50 % as compared to

WKY rats. Rottlerin attenuated the enhanced protein synthesis in a concentration-dependent
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manner in VSMC from SHR. In addition, rottlerin also attenuated protein synthesis in VSMC
from WKY rats.

To further investigate the implication of PKCS in increased protein synthesis in VSMC
from SHR, we used the siRNA approach to knockdown the PKCd and examined the effect of
the knockdown of PKCo on protein synthesis in VSMC from SHR and WKY rats. Results
shown in Figure 3 indicate that the treatment of VSMC with siRNA of PKC9 that attenuated
the expression of PKCd by 80 % (A, D) also inhibited the enhanced protein synthesis by about
70 % (C) in VSMC from SHR; however, this treatment did not affect significantly the
expression of PKCS as well as protein synthesis in VSMC from WKY rats. On the other hand,
PKCS knockdown attenuates slightly but significantly the PKC3 phosphorylation at Tyr’'" in

VSMC from SHR (A, B).

Role of PKCS in enhanced expression of Gqa and PLC1 proteins in VSMC from SHR
We have earlier shown the implication of enhanced expression of Gqa and PLCP1 in
enhanced protein synthesis in VSMC from 16 week-old SHR [2]. Since PKC5 is implicated in
enhanced protein synthesis, it was of interest to examine if PKCJ contributes to the enhanced
expression of Gqa and PLCB1 in VSMC from SHR. To test this, the effect of rottlerin on the
expression of Gqo and PLCB1 was investigated in VSMC from SHR and WKY rats and the
results are shown in Figure 4. As reported earlier[2], the expression of Gqa (A) and PLCP1
(B) was significantly augmented by about 165 and 115 % respectively in VSMC from SHR as
compared to WKY rats and rottlerin significantly inhibited the enhanced expression of Gqa
and PLCB1 proteins in a concentration dependant manner and at 10 uM, it was attenuated

completely to WKY control level.
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Implication of PKCo in enhanced production of superoxide anion and NADPH oxidase
activity in VSMC from SHR

PKC$ activation has been shown to enhance NADPH oxidase activity and the levels of
reactive oxygen species [34]. To investigate if enhanced activation (phosphorylation at Tyr*'")
of PKCs in VSMC from SHR is implicated in enhanced oxidative stress that results in
enhanced expression of Gqo and PLCB1 proteins and protein synthesis, the effect of rottlerin
on production of O," and NADPH oxidase activity was examined in VSMC from SHR and
WKY rats. Results shown in Figure 5 indicate that as reported earlier [35], O,  production
(Figure 5A) and NADPH oxidase activity (Figure 5B) were enhanced in VSMC from SHR as
compared to WKY rats by about 110 % and 100 %, respectively and rottlerin significantly
attenuated the enhanced levels of O, as well as NADPH oxidase activity in a concentration-
dependant manner and at 10 pM these were completely attenuated to control WKY levels. In
addition, rottlerin also attenuated the basal O, and NADPH oxidase activity in VSMC from
WKY rats. These results suggest that the enhanced activation of PKCd through the enhanced

oxidative stress contributes to the enhanced expression of Gqo and PLCP1 proteins and

resultant VSMC hypertrophy.

Implication of PKCd in c-Src activation in VSMC from SHR

Since PKCd is implicated in enhanced production of ROS which through c-Src
activation has been shown to enhance the expression of Gqa and PLCB1 protein and VSMC
hypertrophy in SHR [29] it was of interest to investigate the role of PKCd in c-Src activation.
To test this, the effect of rottlerin on c-Src phosphorylation was examined in VSMC from

SHR and WKY rats and the results are shown in Figure 6. The increased phosphorylation of c-
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Src at Tyr''? (70%) was completely attenuated by rottlerin at all the concentrations used (1puM-
5uM) and at 10 uM it was completely abolished whereas it did not have any significant effect
in VSMC from WKY rats. Furthermore, the expression level of total c-Src molecule was not
altered in VSMC from SHR as compared to WKY rats, and rottlerin did not affect the

expression level of c-Src.

Implication of PKCé in ERK1/2 Phosphorylation

Since enhanced phosphorylation of ERK1/2 was shown to be implicated in enhanced
expression of Gqa/PLCP1 proteins and protein synthesis in VSMC from SHR [2], it was of
interest to examine the contribution of PKC9, upstream signaling molecule, in the enhanced
phosphorylation of ERK1/2 in VSMC from SHR. To test this, we examined the effects of
rottlerin on ERK1/2 phosphorylation in VSMC from SHR and WKY rats and the results are
shown in Figure 7. As reported earlier [2], ERKI1/2 phosphorylation was significantly
enhanced by about 75% in VSMC from SHR as compared to WKY rats. Treatment of cells
with rottlerin attenuated significantly the enhanced phosphorylation of ERKI1/2 in a
concentration-dependant manner in VSMC from SHR and at 5 and 10 uM it was completely
attenuated to control level. In addition, rottlerin at 5 uM and 10 pM inhibited significantly the

ERK1/2 phosphorylation in VSMC from WKY rats by about 35% and 50% respectively.

Implication of PKCd in growth factor receptor expression and activation

We earlier showed that growth factor receptor transactivation and MAP Kinase
signaling plays a role in the overexpression of Gqo and PLCP1 proteins and VSMC
hypertrophy in SHR [29]. To further investigate the role of PKC$ in growth factor receptor

transactivation and/or expression, the effect of rottlerin on the phosphorylation of EGFR and
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IGF-1R using specific phospho-tyrosine antibodies was examined in VSMC from SHR and
the results are shown in Figure 8. Phospho-specific-Tyr''>-EGFR detected a single band at
160 kDa (A) and phospho-specific-Tyr''**""®_[GF-1R detected a single band at 90 kDa
corresponding to IGF-1R (Figure BS8), in VSMC from both SHR and WKY rats. However, as
reported earlier [29], the extent of growth factor receptor phosphorylation was greater in
VSMC from SHR compared to VSMC from WKY rats. The phosphorylation of IGF-1R was
increased by approximately 110% in VSMC from SHR compared to WKY rats, whereas the
phosphorylation of EGFR was augmented by about 80%. The enhanced phosphorylation of
EGF-R at Tyr''” was attenuated completely by rottlerin (from 1uM to 5uM), whereas these
concentrations of rottlerin were ineffective in reducing significantly the phosphorylation level
of EGFR in VSMC from WKY. At a concentration of 10uM, rottlerin abolished drastically the
enhanced phosphorylation of EGFR in VSMC from SHR and attenuated significantly the
phosphorylation level of EGFR by about 50 % in WKY control cells. The treatment with
different concentration of rottlerin inhibited significantly the increased phosphorylation of
IGF-1R (Figure 8B) in a concentration dependant manner. Furthermore, these treatments
decrease also the phosphorylation level in VSMC from WKY. In addition, the expression
levels of EGFR (Figure 8A) and IGF-1R (Figure 8B) were also augmented by about 200% and
100% respectively in VSMC from SHR as compared to WKY rats, which was attenuated
significantly by rottlerin. Furthermore, rottlerin also attenuated significantly the protein

expression of EGFR in VSMC from WKY rats.
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DISCUSSION

Ang II-induced VSMC hypertrophy has been shown to involve PKC$ [7]. In addition,
this serine-threonine kinase was also reported to be involved in the processes of cardiac
hypertrophy [36,37]. We earlier showed the role of endogenous Ang II and ET-1 in the
enhanced expression of Gqa and PLCP1 proteins and the enhanced protein synthesis in VSMC
from SHR through MAPKSs singling [2]. In the present study, we demonstrate the implication

of enhanced PKC3 activation (associated with PKCS phosphorylation at Tyr’'

) in the
enhanced expression of Gqa and PLCPB1 proteins and enhanced protein synthesis in VSMC
form spontaneously hypertensive rats (SHR).

We show that VSMC from 16-week-old SHR exhibit enhanced PKCd phosphorylation
at Tyr’'" which may contribute to the enhanced expression of Gqo and PLCP1 proteins as well
as enhanced protein synthesis because PKCJ inhibition with rottlerin, as quantified by the
phosphorylation level at Tyr’'', attenuated significantly the enhanced expression of Gqo and
PLCPB1 proteins and the enhanced protein synthesis in VSMC from SHR. This was further
supported by our study showing that knockdown of PKCo with specific siRNA attenuated
significantly the enhanced protein synthesis in VSMC from SHR. Our results are in agreement
with the study of Nakashima et al who have shown the implication of PKC$ associated with
enhanced phosphorylation at Tyr’'' in Ang II-induced VSMC hypertrophy [7]. It should be
noted that rottlerin has been used as a putative inhibitor of PKC9 in several studies during the
last 20 years in order to block the activity of PKCd [38,39], that was correlated with increased
PKCo phosphorylation [40]. In addition, rottlerin was also shown to inhibit PKCS activity

through mitochondria uncoupling mechanism [41].

PKC5s has been shown to be activated by hyperglycemia induced oxidative stress [42].
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Furthermore, PKCo activation was also associated with the process of atherosclerosis
implicating LDL oxidation [43]. Our results showing that the inhibition of PKC9 activity with
rottlerin results in a significant attenuation of NADPH oxidase activity and O, production and
suggest the implication of PKCd in ROS production in VSMC. Our results are consistent with
other studies demonstrating the inhibition of ROS production by rottlerin in many cell types
including VSMCs and adipocytes [44,45]. A role of PKCo6 in NADPH oxidase activation has
been reported in various cells [46]. The mechanisms by which PKCd activates NADPH
oxidase is not clear but may involve the phosphorylation of the cytoplasmic subunits of the
oxidase, such as p47phox, and initiates its translocation to the membrane [47,48]. In this
regard, a role of PKCS in p47°"™ activation of NADPH oxidase in Ang Il-induced ROS
production and VSMC hypertrophy has been shown [34]. In addition, PKCd activation has
also been shown to mediate its effects through increasing ROS production and NADPH
subunits expression [26,49]. We earlier showed that enhanced oxidative stress exhibited by
VSMC from SHR contributes to the overexpression of Gqa and PLCB1 proteins as well as to
enhanced protein synthesis [29]. Taken together, it may be suggested that PKCd-induced
enhanced expression of Gqa and PLCPB1 proteins as well as enhanced protein synthesis in
VSMC from SHR is also mediated through its ability to increase oxidative stress.

We earlier showed a role of c-Src in enhanced expression of Gqa and PLCB1 proteins
as well as in enhanced protein synthesis in VSMC from SHR [29]. In this study, we show that
the augmented phosphorylation of c-Src in VSMC from SHR is attributed to the enhanced
activation of PKCO because the inhibition of PKCd by rottlerin attenuated the enhanced
phosphorylation of c-Src. Furthermore, the oxidative stress has been demonstrated to be the

upstream signaling molecule of c-Src (2). Taken together, it may be suggested that the



164

enhanced activation of PKCo through oxidative stress and activation of c-Src contributes to
the overexpression of Gqa and PLCP1 proteins as well as to the enhanced protein synthesis in
VSMC from SHR.

As demonstrated in this study, VSMC from SHR exhibit enhanced expression of
EGFR and IGF-1R which may be associated with cell dedifferentiation to a synthetic profile
characterized by enhanced protein synthesis. The implication of growth factor receptors in
enhanced expression of Gqa and PLCPB1 proteins and enhanced protein synthesis in VSMC
from SHR has been shown in an earlier study [29]. In addition; we also showed that c-Src is
the upstream of growth factor receptor activation [29]. The transactivation of several receptor
tyrosine kinases (RTKs) has also been reported to involve c-Src molecule [50-52]. Our results
showing that rottlerin inhibited the increased phosphorylation of IGF-1R and EGFR, suggest
the role of PKC9 in enhanced activation of growth factor receptors in VSMC from SHR. In
this regard, Hsieh et al have shown a pivotal role of PKCd in thrombin induced EGFR
expression in VSMC [8].

A role of MAPK in enhanced expression of Gqa/PLCB1 proteins and enhanced protein
synthesis in VSMC from SHR has been shown [2]. Growth factor receptors have also been
reported to signal through MAP kinase pathways [50,53]. The fact that rottlerin inhibited the
enhanced phosphorylation of ERK1/2 in VSMC from SHR suggests the implication of PKCS
in enhanced activation of MAPKkinase. In this context, the inhibition of PKC6 with rottlerin has
been reported to inhibit the ET-1 induced MAPK activity in VSMC [54]. Taken together, it
may be suggested that enhanced activity of PKC6 in VSMC from SHR through the
transactivation of growth factor receptors and MAP kinase signaling increase the expression of

Gqa and PLCB1 and results in VSMC hypertrophy. In summary, we provide evidence that the
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enhanced activation of PKC3 at Tyr’'' phosphorylation in VSMC from SHR through oxidative
stress and c-Src transactivate growth factor receptor which increase the activity of MAP
kinase and contributes to the enhanced expression of Gqa and PLCPB1 proteins and VSMC

hypertrophy (Figure 9).
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Figures legends

Figure 1. Effect of rottlerin on PKCd phosphorylation at Tyr3 "in vascular smooth
muscle cells (VSMC) from 16-weeks old SHR and age-matched WKY rats. VSMC from
16 week-old SHR and age matched WKY rats were incubated with different concentration of
rottlerin. The cell lysates were prepared and subjected to Western blotting using specific
antibodies against PKC38 and (phospho)-PKC5’'" as described in Materials and Methods. The
[B-actin was used as a loading control. The proteins were quantified by densitometric scanning.
The results are expressed as percentage of control, taken as 100%. Values are means £ SEM of
5 separate experiments using different cell cultures. *P < 0.05, ***P < 0.001 vs. WKY rats;

### P <0.001 vs. SHR

Figure 2. Effect of rottlerin on protein synthesis in vascular smooth muscle cells (VSMC)
from 16-weeks old SHR and age-matched WKY rats. VSMC from 16 week-old SHR and
age matched WKY rats were incubated with different concentration of rottlerin (from 1uM to
10uM). Protein synthesis was determined by [H]-leucine incorporation as described in
Materials and Methods. The results are expressed as a percentage of control, taken as 100%.
Values are means = SEM of 4 separate experiments using different cell cultures. *P < 0.05,

**P <0.01, ***P <0.001 vs. WKY rats; ### P <0.001 vs. SH.

Figure 3. Effect of the knockdown of PKCd on protein synthesis in vascular smooth
muscle cells (VSMC) from 16-weeks old SHR and age-matched WKY rats. VSMC from
16 week-old SHR and age matched WKY rats were incubated in the absence or presence of

PKCosiRNA for 16 hours as described in Materials and Methods. The cell lysates were
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prepared and subjected to Western blotting using specific antibodies against PKCS and
(phospho) PKC&*"', and the p-actin was used as a loading control (A). The proteins were
quantified by densitometric scanning (B, D) and the protein synthesis was determined by
[*H]-leucine incorporation (C) as described in Materials and Methods. The results are
expressed as percentage of control, taken as 100%. Values are means + SEM of 3
separate experiments using different cell cultures. *P < 0.05, **P < 0.01 vs. WKY rats; # P <

0.05, ## P <0.01, ### P <0.001 vs. SHR

Figure 4. Effect of rottlerin on enhanced expression of Gqo/PLCP1 in vascular smooth
muscle cells (VSMC) from 16-weeks old SHR and age-matched WKY rats. VSMC from
16 week-old SHR and age matched WKY rats were incubated with different concentration of
rottlerin. The cell lysates were prepared and subjected to Western blotting using specific
antibodies against Gqa and PLCP1 (A, B upper panels) as described in Materials and
Methods. The B-actin was used as a loading control. The proteins were quantified by
densitometric scanning (A, B lower panels). The results are expressed as percentage of
control, taken as 100%. Values are means + SEM of 4 separate experiments using different
cell cultures. *P < 0.05, ***P < (0.001 vs. WKY rats; # P < 0.05, ## P < 0.01, ### P < 0.001

vs. SHR

Figure 5. Effect of rottlerin on NADPH activity and ROS production in vascular smooth
muscle cells (VSMC) from 16-weeks old SHR and age-matched WKY rats. VSMC from
16 week-old SHR and age matched WKY rats were incubated in the absence or presence of

different concentration of rottlerin (from 1uM to 10 uM) for 16 hours, and O.2 production (A)



174

and NADPH activity (B) were determined as described in Materials and Methods. The results
are presented as means £ SEM of 4 separate experiments using different cell cultures. ***P <

0.001 vs. WKY rats; # P <0.05, ### P <0.001 vs. SHR.

Figure 6. Effect of PKCd inhibition on c-Src activity in vascular smooth muscle cells
(VSMC) from 16-weeks old SHR and age-matched WKY rats. VSMC were incubated in
the presence or absence of rottlerin (from 1pM to 10uM) for 16 hours. Membranes were
prepared and subjected to Western blotting using specific antibodies (phospho)-c-Src and c-
Src (upper panels) as described in Materials and Methods. The proteins were quantified by
densitometric scanning (lower panels). The results are expressed as a percentage of control
taken as 100%. Values are means + SEM of 3 separate experiments using different cell

cultures. ***P < 0.001 vs. WKY rats; ### P <0.001 vs. SHR.

Figure 7. Effect of PKCd inhibition on p42/44MAPK signaling in vascular smooth
muscle cells (VSMC) from 16-weeks old SHR and age-matched WKY rats. VSMC were
incubated in the presence or absence of rottlerin (from 1uM to 10uM) for 16 hours.
Membranes were prepared and subjected to Western blotting using specific antibodies against
pERK1/2 and ERK1/2 (upper panels) as described in Materials and Methods. The proteins
were quantified by densitometric scanning (lower panels). The results are expressed as a
percentage of control taken as 100%. Values are means + SEM of 3 separate experiments
using different cell cultures. *P < 0.05, ***P < 0.001 vs. WKY rats; # P < 0.05, ### P < 0.001

vs. SHR.
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Figure 8. Effect of rottlerin on EGF-R and IGF-1R phosphorylation and expression in
vascular smooth muscle cells (VSMC) from 16-weeks old SHR and age-matched WKY
rats. VSMC were treated with different concentration of rottlerin for 16 hours. The cell lysates
were prepared and subjected to Western blotting using specific antibodies against EGF-
R/pEGF-R and IGF-1R/p-IGF-1R (A, B upper panels) as described in Materials and methods.
The proteins were quantified by densitometric scanning (A, B lower panels). The results are
expressed as percentage of control, taken as 100%. Values are means + SEM of 5 separate
experiments using different cell cultures. * P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs. WKY rats;

#P <0.05, ## P <0.01, ## P <0.001 vs. SHR.

Figure 9. The possible intracellular signaling mechanisms implicated the endogenous
enhanced PKCS activation associated with enhanced PKCS phosphorylation at Tyr’'' in
VSMC hypertrophy and associated signaling. PKC8 through the activation of ROS production
and c-Src, transactivate RTKs and MAPK signaling, which increases the protein expression of

Gq0/PLC-B1, EGF-R and IGF-1R and results in enhanced protein synthesis.
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Discussion générale

En principe, le remodelage vasculaire refléte une réponse compensatoire caractérisée
par une hypertrophie artérielle et une fibrose liée a une augmentation de la pression artérielle
(Mourad et al 1998). Une hypertrophie des cellules musculaires lisses vasculaires (CMLVs)
est un facteur potentiel du développement de la rigidité aortique et de la diminution de la
compliance aortique de grosses artéres de conduction (Seals 2003, Zieman et al 2005). Des
recherches cliniques d’association sur une large population ont montré une corrélation
significative, entre la diminution de la compliance aortique et le remodelage de 1’artériole
rétinal (Cheung et al 2007). Effectivement, de par son emplacement anatomique a la sortie du

ventricule gauche, I’aorte joue un réle modulateur important de la circulation sanguine.

La culture cellulaire constitue un outil méthodologique important pour étudier le
comportement des CMLVs indépendamment des autres cofacteurs (Weissberg et al 1995).
Afin d’¢lucider les mécanismes moléculaires impliqués dans 1I’hypertrophie des CMLVs de
Iaorte, I’artére de conduction le plus important, nous avons procédé a une culture primaire de
CMLVs de SHR et de WKY a I’age de 12 semaines et a 1’dge de 16 semaines. Nos premiers
résultats montrent qu’a 1’dge de 16 semaines, on assiste a une augmentation endogene de
I’expression protéique de Gqa et de PLCB1 dans les CMLVs de SHR par rapport aux rats
controles WKY. Cette altération de I’expression protéique de Gqa et de PLCB1 n’est pas
remarquée dans les CMLVs a I’age de 12 semaines (absence d’hypertrophie cardiaque). En
effet, par I’utilisation du rapport poids cardiaque/poids corporel, nous avons pu déterminer que
les SHR agés de 16 semaines, présentent une hypertrophie cardiaque par rapport a des SHR

agés de 12 semaines en comparaison aux rats WKY normotendus appariés pour 1’age. De plus,
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nous avons remarqué que cette hypertrophie est associée a une augmentation endogene du
niveau d’expression protéique de Gqa au niveau du muscle cardiaque de SHR (données non
publiées). Dans le méme contexte, des études ont rapporté que la surexpression de la sous-
unité Gqo (souris transgéniques) est associée a un dysfonctionnement contractile (Yatani et al
1999), une hypertrophie des cardiomyocytes (Adams et al 1998), une hypertrophie
pathologique du ventricule gauche (D'Angelo et al 1997, Tao et al 2012) et une insuffisance
cardiaque (D'Angelo et al 1997, Dai et al 2011). La surexpression protéique de PLCPB1 et de

Gqo a été aussi remarquée au niveau du tissu cardiaque post-infarctus (Ju et al 1998).

Des recherches sur des souris transgéniques exprimant un peptide inhibiteur de la
protéine Gqa (Gql) au niveau des CMLVs ont permis d’élucider, et pour la premiére fois, le
role déterminant de la voie de signalisation de Gqo vasculaire dans 1’hypertension et
I’hypertrophie cardiaque induite par des hormones vasoactives (Keys et al 2002). Nos
recherches ont révélé un role important de la voie de signalisation de Gqa dans I’hypertrophie
des CMLVs provenant d’un modéele animal d’hypertension essentielle (SHR: spontaneously
hypertensive rats). Effectivement, par 1’utilisation d’une approche de la génétique moléculaire
(I'interférence de I’ARNm), nous avons pu démontrer pour la premiére fois, I’implication de
Gqoa et de I’isoforme PLCB1 dans la réponse hypertrophique endogéne de CMLVs de SHR. En
effet, la réduction du niveau d’expression protéique de Gqa et de PLCB1 dans les CMLVs par
des petits ARNm interférents (siRNA) et/ou des oligonucleotides antisense spécifiques a
I’ARNm de chaque protéine, ont permis d’inhiber significativement I’hypertrophie des
CMLVs de SHR.

Dans le cas de I’hypertension, les artéres sont sujettes a un processus d’hypertrophie

vasculaire associée a une activation locale du systéme rénine angiotensine (Morishita et al
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1994, Morishita et al 1992, Shiota et al 1992). Indépendamment des autres facteurs
systémiques, 1’Ang II synthétisées localement par le tissu vasculaire (Campbell 1987,
Campbell & Habener 1986, Paul & Ganten 1992), induit une hypertrophie des CMLVs d’une
maniére autocrine et paracrine selon plusieurs mécanismes impliquant des voies de
signalisation liées au récepteur AT1 (Berk 2001, Berk & Rao 1993, Berk et al 1989, Geisterfer
et al 1988, Gibbons et al 1992, Naftilan et al 1989). Méme si le role du récepteur AT1 de
I’Ang II dans I’hypertrophie de la CMLYV ait été bien établi (Geisterfer et al 1988, Griendling
et al 1997), ce n’est qu’en 2008 qu’Ohtsu et ses collaborateurs ont démontré un lien de
causalité entre la protéine Gqa et la réponse hypertrophique de la CMLYV induite par I’Ang I,
selon un mécanisme dépendant de la transactivation de I’EGFR (Ohtsu et al 2008). Dans le
méme contexte, Keys et collaborateurs avaient démontré dans une étude provocatrice que
I’inhibition de la voie de Gqa au niveau vasculaire par une surexpression du peptide inhibiteur
de Gq (Gql) au niveau des CMLVs (utilisation de la séquence promoteur SM22a (Eckhart et
al 2002)) a permis d’atténuer efficacement I’hypertension artérielle induite par des agonistes
vasoactifs (noradrénaline (NA), sérotonine et Ang II) dont les récepteurs membranaires sont
couplés a une protéine Gqa. Cette atténuation était associée a une inhibition de I’hypertrophie
cardiaque (Keys et al 2002). Contrairement a I’hypertrophie cardiaque induite
expérimentalement par une surcharge de pression, ’hypertrophie induite indirectement par
une augmentation de la résistance périphérique totale suite a une administration chronique des
agonistes vasoactifs, ne semble pas étre influencée par une inhibition de la voie de
signalisation Gqa au niveau des cardiomyocytes (surexpression du Gql par I’utilisation de la
séquence promoteur aMHC (Akhter et al 1998)) mais plutdt au niveau des CMLVs (Keys et al

2002). Les résultats de cette é¢tude supportent notre hypothése selon laquelle 1’hypertrophie
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cardiaque dans le modele animal de I’hypertension essentielle, caractérisée par une
augmentation locale du niveau d’Ang Il et d’ET-1 (Fukuda et al 1999, Lu et al 2003), est le
résultat des événements vasculaires régulés par la voie de signalisation de Gqo. Quant a la
PLCB1, nous sommes les premiers a démontrer un lien de causalité entre une surexpression
endogene de la PLCPI1 et le taux de synthése protéique élevé dans les CMLVs de SHR par
’utilisation des siRNA spécifiques pour ’ARNm de la PLCB1. Schelling et collaborateurs
avaient démontré que I’isoforme PLCPI1 et la protéine Gqo jouent un role critique dans les
mécanismes de signalisation moléculaire induite par I’Ang II au niveau des CMLVs (Schelling
et al 1997). Dans une autre étude faite sur des cardiomyocytes, Filtz et collaborateurs avaient
démontré que la surexpression de I’isoforme PLCB1b dans des cardiomyocytes était associée a
une hypertrophie cellulaire (Filtz et al 2009). De plus, cette méme étude confirme le role
critique de la PLCPB1 dans la réponse prohypertrophique initialisée par la sous-unité Gqo.
Contrairement aux isoformes PLCS1 et PLCy1, la PLCPB1 est responsable de 1’augmentation
du niveau de I’'IP3 dans les CMLVs car I’électroporation d’anticorps contre la PLCB1 , afin de
bloquer son activité, a permis d’inhiber significativement I’augmentation de I’IP3 induite par
I’Ang II (Schelling et al 1997, Ushio-Fukai et al 1998b). Dans le cadre de nos résultats,
I’inhibition pharmacologique des phospholipases C par U-73122 (Bleasdale et al 1989),
rapporté par son inhibition de I’afflux du calcium en provenance du réticulum endoplasmique
(Macmillan & McCarron 2010), a eu approximativement le méme degré d’inhibition de
I’hypertrophie des CMLVs de SHR comparée a celle obtenue apres la transfection de ces
cellules avec de PLCPB1-siRNA. De plus, nous avons démontré que la PLCB1 est le principal
isoforme responsable de I’hypertrophie des CMLVs chez le SHR. Car [D’inhibition

pharmacologique des PLCs par U-73122 dans les CMLVs dans lesquelles le niveau
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d’expression protéique de la PLCB1 a été réduit par des siRNAPLCB1 ne permet pas d’avoir
une inhibition additionnelle significative de 1’hypertrophie des CMLVs de SHR. Dans le
méme contexte, plusieurs études ont rapporté que 1’inhibition de PLCs par U-73122 a permis
d’inhiber I’hypertrophie (taux de synthése protéique) des cardiomyocytes (Barac et al 2005,
Singal et al 2004). Nos résultats suggerent donc un role important de la protéine Gqa et de son

effecteur, PLCB1, dans la réponse hypertrophique des CMLVs de SHR (article 1).

A D’instar de certains autres organes, le tissu vasculaire est pourvu d’un systéme rénine-
angiotensine (SRA) local indépendant du SRA systémique (Campbell & Habener 1986)
(Asaad & Antonaccio 1982, Miyazaki et al 1986). Dans les CMLVs, le récepteur AT1 est
couplé majoritairement a la protéine Gqa (Ohtsu et al 2008) qui se trouve surtout associée a la
PLCP1 (Arkinstall et al 1995, Le Mellay et al 1997, Schelling et al 1997). A D’instar du
récepteur AT1 de I’Ang I1, le récepteur ET, de I’ET-1 se trouve aussi couplé a la protéine Gqa
(Hersch et al 2004), et I’axe Gqa-PLCP joue un réle important dans le processus d’activation
des MAPKs par les récepteurs de I’ET-1 (Cramer et al 2001, Hersch et al 2004). Selon nos
résultats de recherche, les récepteurs AT1 de I’Ang Il et ETA de ’ET-1 sont impliqués dans la
réponse hypertrophique endogene de la CMLYV, selon une voie de signalisation dépendante de
MAPKs. En effet, contrairement au récepteur ETp, D’inhibition pharmacologique des
récepteurs AT1 et ETA par le losartan et le BQ123, a permis d’atténuer considérablement la
surexpression protéique de Gqa/PLCB1, le taux de phosphorylation élevé des p42/44MAPKs
et le taux de synthese protéique élevé dans les CMLVs de SHR (article 1). En accord avec nos
résultats, Touyz et collaborateurs ont démontré, en utilisant du losartan, le role important du
récepteur AT1 de I’Ang II dans I’augmentation du taux de synthése protéique induite par

I’Ang 11, au niveau des CMLVs humaines de 1’aorte et des artéres de résistance (Touyz et al
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1999). Cette réponse hypertrophique est dépendante des p42/44MAPKs (Touyz et al 1999). Le
losartan a montré aussi son efficacité dans I’inhibition du taux synthése protéique induite par
I’Ang II dans les cellules du tubule proximal rénal en culture (Chatterjee et al 1997). Dans le
méme contexte, El Mabrouk et collaborateurs ont rapporté aussi un rdle important du
récepteur AT1 dans I’induction du taux de synthese protéique dans les CMLVs de SHR et de
WKY traitées avec de I’Ang II (El Mabrouk et al 2001). Dans notre cas, cette inhibition du
taux de synthese protéique endogeéne a été surtout efficace dans les CMLVs de SHR. Quant
aux récepteurs de I’ET-1 et en accord avec nos résultats, Iwasaki et collaborateurs ont
démontré le role important de ’ET-1 dans I’augmentation du taux de synthése protéique a
travers son récepteur ET (Iwasaki et al 1999) qui est abondamment exprimé dans les CMLVs
par rapport au récepteur ETg (Moreau & Dao 1999). De plus, d’autres études in vivo ont
rapporté un role crucial de ’ET-1 dans la réponse hypertrophique des artéres de résistance
(Moreau & Dao 1999). Nos résultats reflétent donc un rdle important de 1’Ang II et de ’ET-1,
synthétisés localement, dans la réponse hypertrophique des CMLVs. Effectivement, les
CMLVs de SHR se caractérisent par un profil synthétique élevé de certains agents vasoactifs
promoteurs de la croissance tels que le PDGF-A (Hahn et al 1991) et le TGF-B1 (Hamet et al
1991), induit par I’Ang II synthétisé localement (Majack et al 1990, Stouffer & Owens 1994).
De plus, les CMLVs sont aussi capables de stimuler la synthése inductible de I’ET-1 d’une
maniere autocrine apres une stimulation avec 1’Ang II (Hahn et al 1990). D’un autre c6té, nous
sommes les premiers a démontrer le role important du récepteur AT1 de I’Ang II et du
récepteur ET, de ’ET-1 dans la régulation du taux d’expression protéique endogene €levée de

Gqa et de PLCPB1 au niveau de CMLVs de SHR a I’age de 16 semaines (article 1).



192

Dans le cadre de la méme étude, 1’inhibition des MAPKs par PD98059 a permis
d’atténuer la surexpression endogene de Gqa/PLCPI1 et le taux élevé de synthese protéique
dans les CMLVs de SHR. En désaccord avec les résultats de Hou et collaborateurs sur les
mécanismes moléculaires de 1’hypertrophie des fibroblastes humains cardiaques (Hou et al
2000), nos résultats de recherche montrent plutdt une inhibition efficace du taux de synthese
protéique apres le traitement des CMLVs de SHR avec PD098059 (inhibiteur des MAPKSs).
En plus d’un effet direct de I’Ang II et de ’ET-1 sur la signalisation MAPK déja confirmé par
plusieurs chercheurs (Bouallegue et al 2013, Ishida et al 1998, Touyz et al 2001), les forces
d’étirement appliquées sur des CMLVs induisent une activation des p42/44MAPKs
dépendamment du degré et de la fréquence d’élongation. Cette activation est assurée par I’ET-
1 et ’Ang II par le biais de leurs récepteurs ETa et AT1 successivement (Hosokawa et al
2002). De ce fait, contrairement au récepteur ETg, I’inhibition pharmacologique du récepteur
ETa et du récepteur AT1 par , successivement, BQ123 et losartan a permis d’inhiber
I’hyperphosphorylation d’ERK1/2 et I’hypertrophie des CMLVs. Nos résultats sont en accord
avec Chen et ses collaborateurs qui ont démontré , en adoptant plusieurs approches techniques
y compris I’immunobuverdage de type Western, que D’inhibition pharmacologique du
récepteur ETg par BQ788 n’a pas d’effet sur I’hyperphosphorylation d’ERK1/2 induite par
I’ET-1 alors que I’inhibition pharmacologique du récepteur ET par BQ123 a permis d’inhiber
I’effet de ’ET-1 sur les MAPK/ERK1/2 (Chen et al 2009). D’autre part, plusieurs recherches
ont montré un réle plutot prohypertrophique que mitotique de I’ET-1 (Jahan et al 1996, Scott-
Burden et al 1991, Yang et al 1999). Dans le méme contexte, Dao et ses collaborateurs ont
montré que I’ET-1 peut avoir un effet prohypertrophique ou promitotique sur les petites

artérioles selon sa concentration locale (Dao et al 2006). En accord avec nos résultats,
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plusieurs études ont déja rapporté un role important du récepteur AT1 de I’Ang II dans
I’activation des p42/44MAPKs par I'utilisation de la méme approche pharmacologique que la

noétre (Ishida et al 1998, Touyz et al 2001).

L’activation des MAPKs est classiquement associée a une activation subséquente de
facteurs de transcriptions (Ciccarelli & Giustetto 2014, Dhillon et al 2007). Les facteurs de
transcription AP1 et NF-«kB sont impliqués dans la régulation de plusieurs processus
biologiques et pathologiques (Fujioka et al 2004) d’une fagon synergique et concomitante
(Fujioka et al 2004, Shyu et al 2008). L’activité de ces facteurs de transcription est régulée,
entre autres, par le calcium, les PKCs et les p42/44MAPKs (Liu et al 2000, Macian et al 2001,
Zhao & Lee 1999). Selon nos résultats de recherche, 1’inhibition pharmacologique des facteurs
de transcription AP1 et NF-kB par I’hélénaline et la curcumine, atténue significativement la
surexpression protéique des Gqa/PLCP1. Ceci suggere un role important des facteurs de
transcription activés, entre autres, par les p42/44MAPKs dans la régulation de I’expression
génique de certaines molécules impliquées dans I’hypertrophie vasculaire telles que Gqa et

PLCBI.

Les CMLVs de SHR sont caractérisées par une augmentation de production de 1’anion
superoxide et une surexpression des sous-unités de 1’enzyme NADPH (Gusan & Anand-
Srivastava 2013, Saha et al 2008). Les EROs sont impliquées dans 1’hypertrophie des CMLVs
induite par des agonistes vasoactifs tels que PGF2a et I’Ang II (Rice et al 2008, Weber et al
2005). Dans cette deuxiéme partie, nous avons démontré 1’implication du stress oxydatif dans
le taux d’expression protéique élevé de Gqa et de PLCB1 et dans 1’hypertrophie des CMLVs

de SHR.
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L’ET-1 et ’Ang II induisent leurs effets, au moins partiellement, par une augmentation
du taux de production des especes réactives oxygénées (EROs) en activant essentiellement la
NADPH oxidase (Chen et al 2012, Griendling et al 1994). Cette enzyme pro-oxydante est
impliquée dans I’hypertension (Rajagopalan et al 1996) et dans la réponse hypertrophique des
CMLVs induite par I’Ang II (Kyaw et al 2001, Ushio-Fukai et al 1996). Les EROs sont
impliquées dans la régulation de plusieurs réponses physiopathologiques des CMLVs y
compris la prolifération, I’hypertrophie, 1’expression génique et 1’activation des facteurs de
transcription (Kehrer 1993, Schreck et al 1991). Le récepteur AT1 de I’Ang II, par exemple,
joue un rdle crucial dans I’installation et le développement de I’athérosclérose selon un
mécanisme dépendant du stress oxydatif (Warnholtz et al 1999). Plusieurs efforts de recherche
clinique ont ét¢ déployés afin de déterminer le rdle protecteur de certains antioxydants contre
les maladies cardiovasculaires. L’administration de la vitamine E par exemple est associée a
un risque diminué¢ de maladies coronaires (Rimm et al 1993). Le resveratrol, antioxydant
naturel, a été proposé récemment comme une thérapie potentielle pour le traitement des
maladies cardiovasculaires (Zordoky et al 2014). L’utilisation des antioxydants avec d’autres
options thérapeutiques peut é&tre donc efficace dans le traitement des maladies

cardiovasculaires (Amaral et al 2015, Steinberg 1993, Stephens et al 1996).

Pour ¢lucider le roéle important du stress oxydant dans le comportement
prohypertrophique des CMLVs de SHR, nous avons utilisé¢ deux antioxydants, NAC (piégeur
des EROs) et DPI (inhibiteur des flavoenzymes), connus par son inhibition efficace du taux de
production des EROs (Kyaw et al 2001, Rao et al 1999, Vaquero et al 2004). Ces molécules
antioxydantes diminuent significativement la surexpression endogene de Gqa et de PLCP1 et

le taux de synthese protéique ¢élevé dans les CMLVs de SHR. Ceci suggére un réle important
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du stress oxydant dans I’augmentation de 1’expression protéique de Gqo et de PLCPB1 et dans
la hausse du taux synthése protéique dans les CMLVs de SHR. En accord avec les résultats de
cette étude, des CMLVs traités au glucose ou provenant de I’aorte de rats diabétiques STZ
montrent aussi une augmentation dans I’expression protéique de Gqa et de PLCB1 selon un
mécanisme dépendant du stress oxydatif (Descorbeth & Anand-Srivastava 2010). De plus,
Daou et collaborateurs ont rapporté aussi un effet significatif du DPI dans I’inhibition du taux
de synthese protéique induite par I’ET-1 dans les CMLVs (Daou & Srivastava 2004). Bleeke
et collaborateurs avaient démontré aussi le role important de DPI et NAC dans I’inhibition du

taux synthese protéique induite par les catécholamines dans les CMLVs (Bleeke et al 2004).

Nous avons aussi démontré une augmentation de 1’expression protéique endogeéne de
I’EGFR et de I'IGF-1R dans les CMLVs de SHR a I’age de 16 semaines (article 2). Ces
anomalies d’expression constituent probablement un marqueur de dédifférenciation des
CMLVs caractérisée par une augmentation locale du taux de peptides vasoactives et par un
taux de synthése protéique et d’ADN ¢élevé. Dans ce contexte, 1’Ang II a été rapporté par son
implication dans I’augmentation du taux d’expression protéique et de ’ARNm de I'IGF-1R
dans, respectivement, des CMLVs et des kératinocytes (Du et al 1996, Scheidegger et al
1999). De plus, I’Ang II a été aussi rapporté par son induction de l’augmentation de
I’expression protéique de I’EGFR selon un mécanisme dépendant du stress oxidative (Nakai et
al 2008) . L’inhibition de 1’expression proté¢ique de I’EGFR par des siRNA spécifiques permet
de diminuer significativement le taux d’expression protéique élevé de Gqa et de PLCB1 ainsi
que le taux de synthése protéique €levé dans les CMLVs de SHR. Dans ce contexte, Kagiyama
et collaborateurs avaient démontré le rdle efficace de la diminution de I’expression de I’EGFR

par des oligonucleotides antisense dans I’inhibition de I’hypertrophie ventriculaire induite par
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I’Ang II et I’hypertension (Kagiyama et al 2002, Kagiyama et al 2003). L’EGFR est
classiquement connu par son implication dans I’établissement et le développement de
plusieurs pathologies caractérisées par une hyperproliferation cellulaire (Fischer et al 2003)
comme les maladies cancéreuses et les maladies cardiovasculaires. A I’instar des autres RTKs,
I’EGFR est transactivé par plusieurs agonistes vasoactifs (Daub et al 1996, Hackel et al 1999,
Luttrell et al 1999). La transactivation de ’EGFR par un RCPG activé, permet la production
d’un signal intracellulaire promitotique et prohypertrophique (Fischer et al 2003, Prenzel et al
1999). Quant au récepteur du facteur de croissance insulinomimétique (IGF-1R), il est surtout
impliqué dans la régulation de la formation de la néointima (Wu et al 2010). En effet, I’effet
pro-prolifératif de I’Ang II et d’H,O; est médié, entre autres, par une transactivation de I’IGF-
IR (Azar et al 2007, Delafontaine et al 2004). Il a également été observé qu’une
administration de I’Ang II (100 ng x kg-1 x min-1) a des rats, pendant deux semaines, induit
une hausse significative de la pression artérielle et une hypertrophie artérielle (sans
polyploidie/hyperplasie) de 1’aorte thoracique et de I’artere carotide (Parker et al 1998). Cette
hypertrophie artérielle est associée a une augmentation tres significative de 1’expression du
PDGF-A (Parker et al 1998). Dans le méme contexte, Berk et collaborateurs ont démontré que
I’effet prohypertrophique de I’Ang II se fait selon deux mécanismes: 1) un mécanisme
dépendant de PDGF-A, responsable de 1’augmentation du volume de la CMLV; 2) un
mécanisme indépendant de PDGF-A responsable de 1’augmentation du taux de synthése

protéique (Berk & Rao 1993).

La transactivation des récepteurs des facteurs de croissance semble impliquée dans les
mécanismes moléculaires par lesquels les EROs augmentent le taux d’expression protéique de

Gqo et de PLCP1 dans les CMLVs de SHR. Car DPI et NAC ont atténué
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I’hyperphosphorylation de ’EGFR, de I’'IGF-1R et de PDGFR mais aussi le taux d’expression
protéique ¢élevé de ’EGFR et de I'IGF-1R. De plus, un traitement des CMLVs avec les
inhibiteurs de ’EGFR (AG1478 (5uM)), du PDGFR (AGI1295 (5uM)) et de I'IGF-1R
(AG1028 (5uM)) atténue significativement la surexpression endogéne de Gqa/PLCP1 et la
réponse hypertrophique des CMLVs de SHR. Ces résultats indiquent un role important de la
transactivation des récepteurs des facteurs de croissance dans les mécanismes moléculaires de
la réponse hypertrophique. Cette transactivation est assurée au moins partiellement par les
EROs. Dans ce contexte, plusieurs travaux issus de notre laboratoire ont rapporté que la
transactivation de I’EGFR, du PDGFR et de I'IGF-1R est médiée, au moins partiellement, par
des EROs et par la molécule c-Src (Gomez Sandoval & Anand-Srivastava 2011, Gusan &
Anand-Srivastava 2013) (Descorbeth & Anand-Srivastava 2010). Nos résultats de recherche
montrent aussi que l’inhibition pharmacologique de la molécule c-Src ne permet pas
seulement d’atténuer significativement la surexpression endogene des protéines Gqo et PLCP1
mais aussi le taux d’expression protéique ¢€levé du récepteur au facteur de croissance
épidermique (EGFR) et insulinomimétique (IGF-1R) que nous avons rapporté dans les
CMLVs de SHR a I’age de 16 semaines (article 2). En plus, le taux de phosphorylation élevé
d’EGFR, d’IGF-1R et de PDGFR, rapporté dans les CMLVs de SHR, a été aussi atténué par
I’inhibition pharmacologique de la molécule c-Src. De plus, I’inhibition de I’expression de c-
Src par des siRNA spécifiques a permet aussi d’atténuer efficacement le taux d’expression
protéique €levé de Gqa et de PLCPI et le taux de synthése protéique €levé dans les CMLVs de
SHR. En accord avec notre étude, Hsieh et collaborateurs ont démontré 1’implication de la
molécule c-Src dans I’augmentation de I’expression protéique de ’EGFR en utilisant la méme

approche pharmacologique (PP1) (Hsieh et al 2009). De plus, notre laboratoire a démontré
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aussi le role important de la molécule c-Src dans la transactivation des récepteurs des facteurs
de croissance (Descorbeth & Anand-Srivastava 2010, Gomez Sandoval & Anand-Srivastava
2011, Gusan & Anand-Srivastava 2013). Nos résultats et les résultats des autres indiquent
donc un rdle intermédiaire important de I’activité de la molécule c-Src dans le comportement
prohypertrophique des CMLVs par son implication dans les anomalies d’expression de
plusieurs molécules de signalisation potentiellement impliquées dans le mécanisme du
remodelage vasculaire. Cette réponse hypertrophique des CMLVs constitue un facteur
déterminant de la rigidité aortique (Gao et al 2014). Dans ce contexte, une inhibition
pharmacologique de la molécule c-Src par PP2 a permis d’inhiber la rigidité aortique induite
par des agonistes alpha-adrénergiques (Gao et al 2014, Saphirstein et al 2013). Ceci suggere
un role important de l’activité de la molécule c-Src dans les événements précoces du

remodelage vasculaire.

Nos résultats de recherche montrent aussi une sensibilit¢ de p42/44MAPK au stress
oxydatif. Car DPI inhibe complétement le taux de phosphorylation élevée d’ERK1/2 dans les
CMLVs de SHR. NAC n’attenue que partiellement 1I’hyperphosphorylation d’ERK1/2 dans les
CMLVs de SHR a I’age de 16 semaines. Dans ce contexte, Lappas et collaborateurs ont déja
rapporté que NAC et DPI diminuent significativement 1I’hyperphosphorylation d’ERK1/2 dans
les CMLVs de SHR a I’age de 12 semaines (Lappas et al 2005). Cependant, nos résultats sont
en désaccord avec les résultats de I’étude entretenue par Ushio-Fukai et ses collaborateurs qui
ont rapporté un effet non significatif du DPI dans I’inhibition de I’hyperphosphorylation
d’ERK1/2 induite par I’Ang II (Ushio-Fukai et al 1998a). Kyaw et collaborateurs ont aussi
rapporté que NAC et DPI inhibent seulement la phosphorylation JNK induite par 1’Ang 11

mais pas la phosphorylation des p42/44MAPK (Kyaw et al 2001). L’inhibition



199

pharmacologique de la molécule c-Src a permis d’inhiber I’hyperphosphorylation de
p42/44MAPKs dans les CMLVs de SHR. De plus, l'inhibition pharmacologique des récepteurs
de facteurs de croissance permet aussi d'inhiber significativement I'hyperphosphorylation de la
molécule ERK1/2. Ishida et collaborateurs ont démontré le role de la molécule c-Src dans
I’activation d’ERK1/2 par I’utilisation des inhibiteurs de tyrosines kinases, genistein et CP-
188,556. Selon cette méme étude, ’invalidation du geéne codant pour la molécule c-Src est
associée a une diminution de I’activité basale et de la sensibilit¢ de la molécule ERK1/2 a
I’Ang II (Ishida et al 1998). De plus, ’Ang II et ’ET-1 activent la phosphorylation de la
molécule ERK1/2 selon une voie de signalisation dépendante de la molécule c-Src et de la
transactivation des récepteurs du facteur de croissance (Gomez Sandoval & Anand-Srivastava

2011) (Sandoval et al 2011).

La troisiéme partie de ce travail de doctorat nous a permis d’élucider un réle important
de la PKC3, associée a une phosphorylation en tyrosine 311 (Tyr’'"), dans les mécanismes

moléculaires de la réponse hypertrophique des CMLVs de SHR.

Les PKCs sont classiquement impliquées dans la transduction du signal intracellulaire
initialis¢ par des RCPGs. Plusieurs isoformes sont exprimés dans les CMLVs tels les
isoformes PKCa, 9, €, et { (Leszczynski et al 1996, Ohanian et al 1996). La PKC),
abondamment exprimée dans les CMLVs aortique (Fukumoto et al 1997), semble jouer un
role important dans 1’hypertrophie des CMLVs induite par 1’Ang II (Nakashima et al 2008).

L’activité de la PKC9 est associée a une augmentation de la phosphorylation de plusieurs sites

311 505

a activité tyrosine kinase y compris le site Tyr” * (Steinberg 2004). Contrairement a la Thr™™ et

Tyr**?, la phosphorylation de la PKCS en Tyr’'! est essentielle dans le processus d’activation
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de la PKCd par I’Ang II (Wong et al 2011). Pour bloquer I’activité de la PKCS, nous avons
utilisé la rottlerin, un composé naturel utilis¢é comme inhibiteur putatif de la PKCo dans
plusieurs études durant les 20 derniéres années (Frasch et al 2000, Li et al 2003a). Selon nos
résultats de recherche, les CMLVs de SHR a l’dage de 16 semaines montrent une

. La rottlerin, utilisée comme

hyperphosphorylation endogene de la PKCd dans le résidu Tyr
inhibiteur de la PKC9, bloque significativement cette hyperphosphorylation selon une maniere
concentration-dépendante (de 1uM a 10uM). L’utilisation de la rottlerin comme un inhibiteur
spécifique de la PKCO a généré des controverses quelques années apres son identification
comme inhibiteur spécifique par Gschwendt et ses collaborateurs en 1994 (Gschwendt et al
1994). Des recherches ont rapporté que la rottlerin inhibe effectivement ’activité de la PKCo
selon un mécanisme indirect dépendant du non-couplement de la mitochondrie (mitochondria
uncoupling) (Soltoff 2001). Cependant, la PKCS constitue un point de convergence de
plusieurs voies de signalisation intracellulaires impliquées dans la régulation de plusieurs
processus biologiques tels que 1’apoptose, la prolifération, la croissance et le stress oxydatif
(Li et al 2003a, Talior et al 2005) (Hsieh et al 2008) (Kikkawa et al 2002). De ce fait, les effets
pléiotropiques de la rottlerin peuvent refléter en quelque sorte le résultat d’une inhibition de la

PKC9 et conséquemment d’une inhibition subséquente des molécules activées par cette sérine-

thréonine kinase.

Nous avons donc démontré que la rottlerin inhibe potentiellement 1’activité de la PKCdo

1 (article 3). L’inhibition

telle qu’évaluée par le niveau de phosphorylation de la PKC6 en Tyr
pharmacologique de la PKCJ est associée a une inhibition de la hausse du taux d’expression

protéique de Gqa et de PLCB1 dans les CMLVs de SHR. De plus, nous avons aussi démontré

que la rottlerin et le knockdown de la PKCS par des siRNA spécifiques, diminue
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significativement le taux de synthése protéique dans les CMLVs de SHR. Ces résultats
indiquent un role important de la PKCS, li¢e 4 une hyperphosphorylation en Tyr’'', dans la
réponse hypertrophique associée a une surexpression endogene des protéines Gqa et PLCB1
dans les CMLVs de SHR. Dans le méme contexte, et en adoptant une approche
méthodologique différente de la notre (volume cellulaire), Nakashima et collaborateurs ont
démontré que la réponse hypertrophique induite par I’ Ang II est médiée par la phosphorylation
de la PKCS en Tyr’'' selon un mécanisme dépendant d’une activation de la molécule c-Src
(Nakashima et al 2008). En accord avec nos résultats, Fan et collaborateurs ont aussi rapporté
que I’inhibition de I’expression de la PKCd par de shRNAs spécifiques, a permis de diminuer
efficacement le taux de synthése protéique et le taux d’expression de la sous-unit¢ NOXI
induit par les prostaglandines PGF2alpha (Fan et al 2005). Nos résultats et le résultat des
autres investigateurs indiquent donc un rdle important de la PKCO dans la réponse
hypertrophique des CMLVs. Ce role semble li¢ a une régulation du mécanisme du stress
oxydatif a travers I’induction de I’expression de certaines composantes du NADPH (Fan et al
2005, Katsuyama et al 2002). En effet, une augmentation de ’activité de la NADPH oxidase et
du taux de production de I’ion superoxide dans les CMLVs de SHR, est attribuée a une
augmentation de la concentration endogene de I’Ang II et de I’ET-1 (Li et al 2010). De plus,
I’Ang II induit son effet pro-oxydant en augmentant la translocation et 1’expression des sous-
unités de la NADPH tels que p47phox (Lv et al 2012). De ce fait, nous voulons vérifier
I’hypothése selon laquelle une augmentation de I’activation de la PKCo associée a une
hyperphosphorylation en Tyr’'' est impliquée dans 1’augmentation du niveau du stress
oxydatif dans les CMLVs de SHR. Selon nos résultats de recherche, 1’inhibition de la PKCd

par la rottlerin a été associée a une diminution significative de 1’activité de la NADPH oxidase
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et du taux de production d’O;’, et a des concentrations élevées (SuM et 10uM), la rottlerin
inhibe drastiquement 1’activité de la NADPH oxidase et du taux de production d’O," dans les

CMLVs de SHR.

L’emplacement du résidu Tyr’'' dans la région charniére entre le domaine catalytique
et le domaine C1 proche de la zone de liaison du substrat de c-Src suggére un réle important
de la molécule c-Src dans la régulation de I’activité de la PKCS. En effet, la molécule c-Src est
connue pour son implication dans la dégradation de la PKCd qui se trouve en aval (Benes &
Soltoff 2001, Blake et al 1999). De plus, la phosphorylation de la PKCS en Tyr’'' par le
peroxyde d’hydrogeéne (H202) est médiée par la molécule c-Src (Nakashima et al 2008).
L’inhibition de la molécule c-Src par PP1 et PP2 a permis d’inhiber complétement la
phosphorylation du résidu Tyr’'' induite par la thrombine (activation rapide entre 20s et 1min)
dans les plaquettes sanguines humaines (Hall et al 2007). Cependant, nos résultats de
recherche basés sur une approche pharmacologique (PP2; rottlerin), montrent plutét une
inhibition réciproque entre ces deux molécules de signalisation. En effet, I’inhibition de la
molécule c-Src par PP2 est associée a une inhibition significative du taux de phosphorylation
de la PKC3 en Tyr’'' dans les CMLVs (données non publiées). De plus, la rottlerin inhibe

419

significativement le taux de phosphorylation ¢levée de molécule c-Src en Tyr™ ~ (article 3).

Pour faire suite a nos résultats, nous avons aussi test¢ I’implication de la PKCd dans les
anomalies d’expression de certaines molécules de signalisation impliquées dans la réponse
prohypertrophique des CMLVs. Dans plusieurs types cellulaires y compris les CMLVs et les
cardiomyocytes, la PKC joue un role intermédiaire important dans le processus de

transactivation de ’EGFR (Fischer et al 2003, Shah et al 2003, Wetzker & Bohmer 2003). Des
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hormones vasoactives telles que I’Ang II, ’ET-1 et la thrombine, induisent leurs effets, au
moins partiellement, par une transactivation de ’EGFR (Hsieh et al 2009). Selon nos résultats
de recherche, la PKCS joue un rdle important dans la transactivation et 1’expression de
I’EGFR et de 'IGF-1R. En effet, I’inhibition de la PKCS par la rottlerin, n’inhibe pas
seulement I"hyperphosphorylation endogéne de ces récepteurs de facteurs de croissance, mais
inhibe considérablement leur niveau d’expression protéique augmentée. En plus, le récepteur
du facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGFR) montre un niveau de phosphorylation
¢levé, qui est inhibé aussi par la rottlerin (données non publiées). En accord avec nos résultats,
Hsieh et ses collaborateurs ont démontré un rdle signalétique important de la PKCo dans

I’induction de I’expression de I’EGFR par la thrombine dans les CMLVs (Hsieh et al 2009).

La PKC9 se trouve en amont des MAPKs (Ginnan et al 2006). Tel que démontré dans
Iarticle 1, P’activit¢é des MAPKSs, associée a une hyperphosphorylation d’ERK1/2, est
impliquée dans I’hypertrophie des CMLVs de SHR selon un mécanisme dépendant d’une
augmentation de 1’expression protéique de Gqa et de PLCB1 (Atef & Anand-Srivastava 2014).
Nos résultats montrent également que I’inhibition de 1’activité de la PKCd par la rottlerin est
associée a une inhibition concentration-dépendante de 1I’hyperphosphorylation d’ERK1/2 dans
les CMLVs de SHR. D’un autre coté, la rottlerin inhibe la phosphorylation basale d’ERK1/2
dans les CMLVs de WKY a partir d’une concentration de SuM. Ceci indique que les CMLVs
de WKY est moins sensible a I’effet de la rottlerin a de faibles concentrations. Dans le méme
contexte, 1’inhibition de I’activité de la PKC9 par la rottlerin a été associée a une inhibition de

I’activité des MAPKs induite par I’ET-1 dans les CMLVs (Chen et al 2009).
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Conclusion

En conclusion, les résultats de ce travail de doctorat nous ont permis d’élucider pour la
premiére fois certains aspects des mécanismes moléculaires de la réponse hypertrophique des
CMLVs provenant de 1’aorte de rats spontanément hypertendus, modéle animal de
I’hypertension essentielle. Ces changements consistent surtout a une augmentation de
I’expression protéique de certaines molécules rapportées par leur implication dans les
processus du remodelage cardiovasculaire, et qui sont essentiellement : Gqa, PLCB1, EGFR et
IGF-1R. L’Ang II et I’ET-1, synthétisées localement, semblent jouer un rodle crucial dans
I’hypertrophie des CMLVs de SHR selon un mécanisme dépendant du stress oxydatif, de
I’activation de la molécule c-Src/PKC9, de la transactivation des RTKs et des MAPKs (figure
10). Ces changements au niveau vasculaire peuvent étre 1’origine de plusieurs complications

cardiovasculaires liées a I’hypertension telles que I’hypertrophie cardiaque et 1I’athérosclérose.



205

Hypertension

Synthése
protéique

Hypertrophie
vasculaire

Figure 10 : Modele représentatif du mécanisme moléculaire de I’hypertrophie des CMLVs dans
le modéle animal de I'hypertension essentielle (SHR).

Gqa/PLCB1

Une augmentation endogeéne de I’Ang II et de ’ET-1 au niveau des CMLVs permet
d’activer, successivement, les récepteurs AT1 et ETa. L’activation subséquente de la PKCd
associée a une hyperphosphorylation en Tyr’'" induit une augmentation du niveau de stress
oxydatif qui, par le bais de la molécule c-Src permet la transactivation des récepteurs des
facteurs de croissance (EGFR; PDGF-R et IGF-1R) et D’activation subséquente des
p42/44MAPKs. Ces MAPKs agissent classiquement sur les facteurs de transcriptions
NFKB/API1 ce qui augmente considérablement 1’expression des protéines impliquées dans le
remodelage vasculaire. Ces événements signalétiques induisent une surexpression protéique de

Gqa et de PLCB1 et une augmentation du taux de synthése protéique.
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Perspectives

Les travaux présentés dans le cadre de ce travail de doctorat nous ont permis d’élucider
plusieurs aspects de mécanisme moléculaire de la réponse hypertrophique des CMLVs dans
le modele animal de I’hypertension essentielle. Les peptides vasoactifs endogenes tels que
I’Ang Il et I’ET-1, jouent un rdle important dans le processus de I’hypertrophie vasculaire. Ce

remodelage hypertrophique implique, entre autres, 1’axe Gqo/PLCB1.

Pour faire suite a ces études, I’analyse de la cinétique de sécrétion de certaines
substances vasoactives par les CMLVs et les CEs en culture provenant de plusieurs modeles
animaux d’hypertension (ex; SHR, 1K1C, sel-DOCA), par I’utilisation de ’HPLC couplée a la
RIA (Radio ImmunoAssays), constitue un outil d’analyse important afin d’avoir une idée claire
de la cinétique de sécrétion, I’ordre de sécrétion et la concentration des substances vasoactives
synthétisées et sécrétées localement. Les substrats candidats sont entre autres, I’Ang I, ’ET-1,
les prostaglandines, la thrombine et les facteurs de croissance. Dans le méme contexte, on peut
aussi évaluer I’effet de différentes forces d’¢longation (pathologique et physiologique) sur le
profil synthétique des CMLVs et/ou des cellules endothéliales. Un protocole d’étirement a été
¢laboré pour la premicre fois par Sadoshima et collaborateurs (Sadoshima et al 1992). Ce
protocole permet d’appliquer différents degrés d’élongation sur des cellules in vitro (Cyclic
mechanical stress : CMS) (ex. 0; 10; 20 % d’¢élongation), pour différentes périodes en

présence et en absence d’un traitement (antagonistes; agonistes, SiIRNAs...).

Il est préférable d’élaborer aussi le profil sécrétoire des CMLVs issues de différents

territoires vasculaires. Ceci permet de faire une étude d’association entre le profil sécrétoire
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endogene et la cinétique de certaines maladies liées a I’hypertension telles que les maladies

cardiaques et certaines maladies neurodégénératives.

Les agonistes endogeénes constituent un vrai défit pour la médecine moderne, et
pourraient étre un facteur non négligeable de 1’établissement de certaines maladies
neurodégénératives telles que la maladie d’alzheimer et la démence vasculaire. En effet, a
I’instar des autres territoires vasculaires, la paroi vasculaire cérébrale subit des changements
hémodynamiques et morphologiques profonds suite a une augmentation systémique chronique
de I’hypertension artérielle. Effectivement, le tissu vasculaire au niveau cérébral a la capacité
de synthétiser des agonistes vasoactifs d’une maniére endogeéne. Une dédifférenciation des
CMLVs de la paroi vasculaire vers un profil synthétique peut influencer considérablement la
dynamique du tissu neuroglial en affectant plusieurs voies de signalisation impliquées dans les
maladies neurodégénératives telles que la maladie d’alzheimer et la démence vasculaire.
D’autre part, une augmentation du stress oxydatif au niveau central par les agonistes
endogénes ou autres peut avoir une origine majoritairement vasculaire. De ce fait, une
concentration pathologique des ERO peut étre I’une des causes de 1’assemblage des plaques
amyloides (cinétique d’agrégation). En effet, le tissu neuronal est pourvu de plusieurs
récepteurs membranaires qu’on trouve au niveau vasculaire tels que les récepteurs AT, et ETx.
Une augmentation de 1’activité locale de ces récepteurs peut étre un facteur de risque potentiel

du développement de certaines maladies neurodégénératives.

Dans un résultat issu de ce travail de doctorat, nous avons constaté une augmentation
tres apparente de 1’expression de I’EGFR dans les CMLVs de SHR a 1’age de 16 semaines par

rapport aux rats normotendus. Cette augmentation de 1’expression protéique de ’EGFR peut
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étre le signe d’un remodelage vasculaire précoce et d’une dédifférenciation des CMLVs. Car
une inhibition de I’activit¢ et une diminution de I’expression de I’EGFR inhibent
considérablement le taux de synthése protéique. De ce fait, on suggere un réle important d’une
surexpression endogéne de I’EGFR dans le processus du remodelage vasculaire. L ’inhibition
de la PKCd par la rottlerin (évaluée par le dégrée d’inhibition de la phosphorylation en
PKCS8Tyr’'") a permis d’atténuer considérablement la surexpression endogéne de I’EGFR dans
les CMLVs de SHR selon une maniére concentration-dépendante. Dans ce cadre, nous
suggérons qu’une étude in vivo soit faite pour voir si ’administration de la rottlerin (composé
naturel a propriétés antioxydantes) peut affecter 1’établissement et le développement de
I’hypertension ainsi que le remodelage cardiovasculaire dans le modéle animal d’hypertension

essentielle ainsi que dans d’autres modeles animaux d’hypertension artérielle.

Les mécanismes moléculaires d’apoptose/prolifération ne sont pas complétement
¢lucidés. Un déséquilibre dans le rapport apoptose/prolifération constitue un facteur important
du développement de certains aspects du remodelage vasculaire tel que 1’athérosclérose. 11
serait donc intéressant de wvérifier I'implication de la PKCO/PKCa dans le processus
d’apoptose par 1’analyse du rapport Bcl2/BAX au niveau des CMLVs et I’effet d’une
inhibition de ces protéines a activité tyrosine kinase sur 1’équilibre prolifération/apoptose.
Méme chose peut étre faite afin de comprendre le comportement pro-apoptotique des neurones

dans le contexte de certains cas pathologiques tels que les maladies neurodégénératives.
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