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Sommaire

L’objectif de cette thése était d’améliorer nos connaissances sur la voie
signalétique de la protéine kinase B (PKB) et de la glycogéne synthase kinase-3
(GSK-3) et le statut de plusieurs molécules importantes liées a la survie cellulaire dans
des myocardes d’organismes résistants & I'insuline et hypertendus. Cette these
comporte trois études distinctes décrivant la régulation de ’axe signalétique de la
PKB et de la GSK-3 dans le coeur d’animaux génétiquement diabétiques de type 2
(rats ZDF) ou hypertendus (rats SHR) avec des caractéristiques de ces pathologies
similaires a celles observées chez I’humain. Nous avons observé que la régulation de
la voie PKB/GSK-3 était altérée dans le myocarde des rats ZDF. Parce que ’exercice
contribue 4 améliorer ’action de I’insuline et les anomalies cardiovasculaires du cceur
diabétique ou hypertendu, une série d’expériences ont été entreprises pour vérifier les
effets de 1’entrainement sur la régulation de la voie PKB/GSK-3 et sur Bcl-2, Bax et

HSP-72 dans le myocarde de rat SHR et ZDF.

Dans la premiere étude, nous avons démontré que la phosphorylation de PKB
était altérée chez les animaux qui développent une hyperglycémie rapide, plutot
qu’une hyperglycémie tardive. La phosphorylation du résidu PKB Thr'® et de la
GSK-30/p était significativement augmentée, et ce, en concomitance avec une
déphosphorylation du résidu PKB Ser*’”®. L’induction rapide du diabéte de type 2
pourrait affecter les mécanismes de protection cellulaire, puisque le ratio Bcl-2/Bax
était réduit. Un délai dans I’initiation de 1’hyperglycémie pourrait protéger contre les

effets néfastes de I’apoptose en maintenant un ratio Bcl-2/Bax normal par un
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mécanisme qui augmente 1’expression de la protéine Bcl-2 dans le coeur des rats ZDF.
De plus, nous avons observé que le poids du cceur des rats ZDF n’a pas augmenté en

parallele avec le poids du corps malgré I’hyperinsulinémie et la phosphorylation

marquée de PKB Thr’®® et de GSK-3 dans le cceur des rats ZDF.

Dans la deuxiéme étude, nous avons démontré que la phosphorylation de PKB et
de GSK-3 était altérée dans le myocarde des rats ZDF séveérement atteints du diabéte.
Nous avons aussi démontré que 1’exercice chronique améliore la phosphorylation des
résidus Ser*” et Thr'® de PKB et a normalisé la phosphorylation de GSK-3 dans le
myocarde des rats ZDF. Ces résultats suggérent que la réduction de la glycémie et du
contenu en glycogéne, en concomitance a 1’augmentation de I’insulinémie, ont pu

améliorer 1’état de phosphorylation de PKB.

L’apoptose a été identifiée dans le modéle de rat SHR comme étant un
modulateur critique du remodelage cardiaque. L’étude suivante a étudié les effets
potentiellement protecteurs de 1’entrainement physique lorsque la pression sanguine
commence a augmenter abruptement, vers 1’age de 4 semaines, chez ces animaux. La
phosphorylation de PKB était beaucoup améliorée et ceci était associé a une modeste
élévation de la phosphorylation de GSK-3p Ser’ chez le rat SHR exercé. L’expression
de la protéine Bax était augmentée dans le cceur des rats SHR exercés et ce, en
concomitance avec une augmentation de I’expression de la protéine Bcl-2, ce qui

aurait favorisé le maintien du ratio Bcl-2/bax dans le myocarde des rats SHR exercés.



En général, les résultats des études présentées dans cette thése pourront contribuer
a la compréhension des effets de 1’entrainement physique sur la régulation des protéines
liées a la protection cellulaire du myocarde diabétique ou hypertendu. Ces résultats
démontrent que I’entrainement physique affecte la signalisation intracellulaire de la voie
PKB/GSK-3 et I’expression de certaines molécules anti-apoptotique (Bcl-2, HSP-72) et

pro-apoptotique (Bax) dans le myocarde de rats résistant a I’insuline.
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Summary

The purpose of this work was to broaden our limited understanding of the
regulation of the protein kinase B/glycogen synthase kinase-3 (PKB/GSK-3) pathway
and the status of several important molecules related to cell survival in the insulin-
resistant myocardium in vivo. In order to investigate this, we chose two insulin-
resistant animal models, the Zucker Diabetic Fatty (ZDF) rat and the spontaneously
hypertensive rat (SHR) which genetically manifest numerous characteristics of insulin
resistance similar to those observed in humans. We observed that the regulation of
PKB/GSK-3 was altered in the myocardium of the ZDF rat. Because exercise training
has been shown to improve the action of insulin and diabetic- and hypertension-
mediated cardiovascular abnormalities, a series of experiments were performed to
verify the effect of exercise training on the regulation of the PKB/GSK-3 pathway and

Bcl-2, Bax and HSP-72 protein expression in the myocardium of SHR and ZDF rats.

In the first study, we found that in ZDF animals with a rapid, rather than a
more delayed onset of hyperglycemia, a strong PKB Thr'® and GSK-3a/p

phosphorylation along with a reduced PKB Ser*’?

phosphorylation and a pro-apoptotic
state were present. A more delayed onset may have protected against apoptosis by
maintaining a normal Bcl-2/Bax ratio by a mechanism that increased the protein
expression of Bcl-2 in the ZDF heart. Moreover, we observed that the heart did not

grow in parallel with the body in spite of elevated plasma insulin content and high

PKB Thr**® and GSK-3 phosphorylation in the ZDF heart.
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In the second study, we demonstrated a decreased phosphorylation of PKB and
GSK-3 in the myocardium of the ZDF rat with severe diabetes. Training improved
phosphorylation of both PKB residues and partially normalized GSK-3
phosphorylation in the myocardium of the ZDF rat. These findings suggest that the
reduced glycemia and heart glycogen content with a concomitant increase in plasma
mnsulin levels with training may have at least in part contributed to the improved

phosphorylation status of PKB.

Since apoptosis has been identified in the SHR model as a critical modulator of
maladaptive cardiac remodeling, the following study examined the potential protective
effect of exercise training in these, when blood pressure starts to rise sharply at around 4
weeks of age. The phosphorylation status of PKB was markedly improved and associated
with a modest increase in GSK-3p Ser’ phosphorylation in the exercised SHR. Bax
protein expression was increased in the exercised SHR heart with a concomitant increase

in Bcl-2 protein expression which allowed maintenance of the Bcl-2/Bax ratio.

As a whole, the findings of these studies significantly contribute to the
understanding of the beneficial effects of exercise training on proteins related to

myocardial protection in rats models of #pe 2 diabetes and hypertension.
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Chapitre 1

Introduction




Introduction générale

Une grande proportion des animaux et des humains diabétiques ou
hypertendus meurt des suites d’une ischémie cardiaque (12; 128); ils sont plus
susceptibles & des infarctus du myocarde (76) et a la maladie coronarienne (115).
Généralement, ces atteintes cardiaques aboutissent a du tissu nécrotique et/ou a
I’apoptose lors de la reperfusion. Toute intervention qui permettrait de protéger et de
limiter I’étendue de ces dommages serait avantageuse pour le cceur diabétique ou
hypertendu. L’activité physique pourrait faire partie de ces interventions.
Habituellement, 1’entrainement physique exerce des effets prononcés sur 1’état général
des individus atteints du diabete de #ype 2 ou d’hypertension. Par exemple, il
favoriserait la réduction du risque de maladie du cceur et améliorerait plusieurs
variables associées aux cardiopathies diabétiques (91). De plus, I’entrainement
physique favoriserait la réduction de la pression sanguine de repos (192) chez
approximativement 75% des individus hypertendus (77), ce qui pourrait amoindrir la
charge de travail imposée ou améliorer le métabolisme cardiaque. Un autre effet
potentiel qui pourrait &tre important est la protection myocardique. En effet, méme si
I’exercice peut réduire la pression sanguine, la majorité de ces individus qui
améliorent leur pression sanguine ou leur métabolisme par I’exercice demeurent
hypertendus ou diabétiques (77). Ainsi, il importe de vérifier si I’exercice chronique
permet d’améliorer la protection du cceur en contrecarrant 1’apoptose dans les
cardiomyopathies diabétiques ou hypertensives (67; 118). Par exemple, un
desequilibre énergétique cellulaire pourrait faire en sorte de réduire la protection

myocardique en réduisant I’expression des protéines protectrices et en augmentant



’activité des protéines pro-apoptotiques, favorisant ainsi la perte de cellules dans le
myocarde. Il semble plausible que I’exercice chronique puisse améliorer la protection
myocardique contre 1’apoptose, puisque 1’exercice favorise I’expression de plusieurs
protéines mitochondriales liées a 1’apport énergétique, et que 1’apoptose est aussi liée
a Dintégrité et au statut énergétique de la mitochondrie. D’ailleurs, I’exercice
chronique améliore les performances cardiaques, la densité capillaire, la captation de
glucose, la production d’énergie mitochondriale et augmente les densités
mitochondriale et myofibrillaire chez des rats diabétiques ou hypertendus et ce, sans

accroitre de fagon substantielle I’hypertrophie (42; 131; 145; 150).

Un déséquilibre entre la production et les besoins en énergie de la cellule
engendrerait des modifications aux niveaux des effecteurs signalétiques, fonctionnels
et de ’expression génétique en relation a la survie cellulaire du cceur (51). Ainsi, la
résistance a 1’insuline pourrait étre néfaste pour le cceur diabétique ou hypertendu,
puisque les mécanismes de survie cellulaire sont souvent dépendants d’un apport
énergétique adéquat en glucides (51). De méme, la voie signalétique de 1’insuline
gouverne d’importants effecteurs cellulaires pour le maintien de 1’homéostasie
énergétique, la croissance et la survie cellulaire. L’amélioration de la signalisation de
Pinsuline est particuliérement importante pour la survie cellulaire du cceur diabétique
ou hypertendu, puisque ceux-ci sont souvent résistants a 1’insuline (25; 56; 75; 135;
164; 188; 216). La régulation des molécules intracellulaires liées 4 1’action de
I’insuline, tel que la protéine kinase B (PKB) et la glycogéne synthase kinase-3 (GSK-
3), pourrait étre altérée dans le myocarde diabétique ou hypertendu, parce qu’il a été

démontré que des souris transgéniques qui n’expriment pas PKB révélent plusieurs



similitudes avec le diabéte de #ype 2 observé chez les humains, comme
I’hyperglycémie, une insulinémie élevée, et une résistance a 1’insuline dans le foie et
le muscle (33; 113; 113). L’entrainement physique pourrait étre une intervention
efficace, puisqu’il diminue la résistance a ’insuline (170). Il pourrait aussi favoriser le
développement d’une réponse protectrice spécifique au cceur en améliorant la
régulation de la voie signalétique de I’insuline et plus particuliérement la régulation de
PKB et de ses effecteurs. Par exemple, I’augmentation de la phosphorylation de GSK-
38 et la diminution de son activité amélioraient la fonction cardiaque post-ischémique
et réduirait I’étendu de I’infarctus (193). Ainsi, I'impact de 1’exercice chronique
pourrait étre avantageux pour accroitre la protection contre la dégradation progressive
de la fonction cardiaque et du phénotype métabolique et contractile du cceur
diabétique et hypertendu. Par contre, cette protection myocardique contre des stress
aigus tel que I’ischémie ne peut &tre généralisée, puisque le degré de protection
myocardique serait dépendant de la durée et du degré de 1’ischémie, de la sévérité du
diabéte, du modéle d’animaux utilisés et du niveau des substrats énergétiques
circulants (149). En général, la plupart des recherches tendent 2 démontrer que le coeur
serait moins vulnérable a de I’ischémie lorsque les modéles expérimentaux qui
induisent le diabéte sont de courte duré et que seul le glucose a été utilisé. Au
contraire, le myocarde serait plus vulnérable & de I’ischémie, a une diminution de la
fonction ou a des lésions, lorsque la duré du diabéte est prolongée et que des acides
gras ont été utilisé (1; 86; 149; 217). Néanmoins, 1’amélioration phénotypique du
ceeur diabétique par 1’exercice chronique pourrait accroitre de fagon substantielle la

protection lors de stress aigu tel que ’ischémie du myocarde. En effet, Paulson and al.



(150) ont démontré que I’exercice chronique améliore la tolérance du cceur diabétique

a I’ischémie cardiaque.

Orientation générale de la thése

Cette thése traitera principalement de la régulation de certaines protéines
impliquées dans la voie de signalisation de I’insuline, le métabolisme énergétique, la
protection et la survie cellulaire dans le myocarde de rats génétiquement diabétique de
type 2 (ZDF) et de rats spontanément hypertendus (SHR). Dans le premier chapitre
nous présenterons premiérement ce que sont la mort programmée cellulaire et la
survie cellulaire dans le cceur. En second lieu, nous décrirons le réle des principales
protéines liées a la protection cellulaire qui sont couplées au métabolisme énergétique
dans le cceur. Troisiémement, nous traiterons des principaux problémes cardiaques
associés au diabéte de #ype 2 et a I’hypertension. Plus précisément, nous décrirons les
principaux effets du diabéte de #ype 2 et de ’hypertension sur la régulation de la voie
PKB/GSK-3 dans le myocarde. Quatriémement, nous décrirons les effets potentiels de
I’exercice sur ’expression de certaines protéines liées a la survie cellulaire et 3 la
signalisation de I’insuline. Par la suite, les trois études qui seront présentées dans cette
these traiteront toutes de la régulation de PKB et de GSK-3 et de leurs principaux
substrats dans le myocarde de rats ZDF et SHR. La premiére étude traitera de la
régulation des protéines pro- et anti-apoptotique dans des cceurs de rats ZDF au début
du diabéte de fype 2. La deuxiéme étude évaluera ’effet d’un entrainement physique
sur la régulation de la voie PKB/GSK-3 dans le myocarde de rats ZDF sévérement

atteints du diabete de #ype 2. La troisiéme étude traitera des effets de 1’entrainement



sur la fonction cardiaque et la régulation des protéines cardio-protectrices dans le
myocarde de rats hypertendus. Finalement, nous évaluerons et discuterons de I’impact
de I’exercice et des mécanismes impliqués dans la régulation des molécules clés de la
voie signalétique de I’insuline qui sont impliquées dans la survie cellulaire et qui sont

distinctes et/ou commune aux deux pathologies dans le cceur.

Aspects généraux de ’apoptose et de la survie cellulaire.

La mort cellulaire programmée, ou apoptose, est une composante essentielle d’un
développement normal, et aussi une réaction a certains états anormaux. Il ne fait aucun
doute que la mitochondrie régularise 1’apoptose (185). Ce processus apoptotique
s’effectue en trois phases: une phase pré-mitochondriale qui active une cascade de
signaux de transduction; une phase mitochondriale qui induit la perte de fonction
membranaire; et une phase post-mitochondriale qui promouvoit ’activation des protéases
et des nucléases (185). Cependant, d’autres organelles peuvent déclancher 1’apoptose
indépendamment des mitochondries (61). Par exemple; le réticulum endoplasmique (54),
les lysosomes et 1’appareil de Golgi (61). L’apoptose serait initiée par deux voies
apoptotiques distinctes; la voie extrinséque et la voie intrinséque, qui promouvoit
Iactivation d’une cascade de caspases. La voie extrinséque serait initiée via les « death
receptors » et la voie intrinséque serait initiée par des mécanismes au sein méme de la
cellule. Les « death receptors » de la voie extrinséque comme; Fas, TNF-R1, TNF-R2 et
DR3/4/5/6 induisent I’apoptose lorsqu’ils sont activée par la liaison de ligands analogues
comme; FasL, TNFa, LTa, Apo-3L et TRAIL. L’induction de 1’apoptose et I’activation
des caspases dépendent de I’activité cytosolique de plusieurs peptides signalétiques avec

le domaine mortel des «death receptors » pour former un complexe nommé DISC



« death-inducing signal complexes ». Le déroulement subséquent de la voie apoptotique
extrinséque s’apparente a la voie intrinséque. La voie intrinséque est caractérisé par une
perte d’intégrité de la membrane externe de la mitochondrie et accompagnée de la sortie
du cytochrome c. Le largage du cytochrome c et sa liaison avec Apaf-1, caspase-9 et
dATP induit la formation d’un complexe protéique cytosolique nommé apoptosome
(figure 1,1). L’apoptosome active des protéines protéolytiques telle que la caspase-3, une
protéine clé dans la cascade des événements pour 1’.induction de I’apoptose (166). Au
cours du processus apoptotique, la cellule mourante se désassemble; son noyau se
condense et son ADN se sectionne sous I’effet des caspases et cela constituerait un point
de non-retour de la mort cellulaire programmée. Ce désassemblage permet a la cellule
apoptotique d’utiliser la membrane cytoplasmique pour emballer son contenu et former
de petites sphéres appelées «corps apoptotiques». Par la suite, les phagocytes du systéme
immunitaire débarrassent 1’organisme de ces déchets apoptotiques, ce qui contrairement
a la nécrose ne laisserait pas de cicatrice apparente. La condensation de la chromatine, le
rétrécissement cytoplasmique, les bulles membranaires, la fragmentation nucléaire et la

formation de corps apoptotiques sont des caractéristiques physiques de 1’apoptose.

L’apoptose est un processus actif étroitement régularisé par les génes et qui peut
étre provoqué par une multitude de conditions physiologiques et pathologiques (208). Le
cardiomyocyte par exemple, a la potentialité d’exprimer des protéines spécifiques qui
peuvent contrecarrer les effets néfastes des protéines pro-apoptotiques afin d’atténuer
I’initiation de I’apoptose & la mitochondrie. Ainsi, tout comme I’induction de ’apoptose,
la survie cellulaire programmée serait aussi un processus actif étroitement régularisé par

les génes et se distinguerait par un noyau cellulaire intact et fonctionnel, alors que



I’apoptose provoquerait la fragmentation de I’ADN et une disparition du noyau
cellulaire. Parmi la pléiade de molécules protectrices qui seraient favorables a la survie
cellulaire on distingue plus particuliérement, les anti-apoptotiques de la famille Bcl-2, la
protéine kinase B (PKB) et la protéine de stress HSP-72. A 1’opposé, les principales
molécules pro-apoptotiques effectives & la membrane mitochondriale et qui sont
régulierement répertoriées dans la littérature sont les protéines pro-apoptotiques de la
famille des Bcl-2 et GSK-3. Ces derniéres seront décrites de fagon plus exhaustive

ultérieurement.

La nécrose et ’apoptose sont les deux formes de mort cellulaire qui sont bien
définies. Le programme génétique induit I’apoptose en activant les caspases qui vont
désassembler la cellule pour produire une apparence morphologique caractéristique de
I’apoptose. En opposition & 1’apoptose, 1a nécrose serait considérée comme un processus
inhabituel qui surviendrait en réponse a des agents toxiques et/ou a des 1ésions physiques.
Cette forme de mort cellulaire est caractérisée morphologiquement par un gonflement de
la mitochondrie, par la formation de vacuole cytoplasmique et par une perméabilité
accrue de la membrane plasmique sans dommage apparent au noyau cellulaire.
Cependant, il existe maintenant un bon nombre d’étude qui rapportent des formes
additionnelles de mort cellulaire affichant des caractéristiques hybrides « apoptosis-like
et necrosis-like programmed cell death ». Par exemple, Vande Velde et al. (200) ont
démontré que la surexpression d’une molécule dénommée BNIP3 activerait une voie
signalétique de mort cellulaire lorsqu’elle est intégrée 4 la membrane externe de la
mitochondrie. Cette voie signalétique requiert I’ouverture des « permeability transition

pore » (PTP) a la mitochondrie et provoquerait la mort cellulaire sans faire intervenir



’activation des caspases, Apaf-1 et la libération du cytochrome ¢ (200). Cette forme de
mort cellulaire se manifeste par une dysfonction mitochondriale, par des dommages
membranaires et par une morphologie similaire a la nécrose. Paradoxalement, cette mort
cellulaire a aussi des attributs qui sont apparentés & ’apoptose de part la fragmentation de
I’ADN (200). En d’autres mots, il est possible que la nécrose et ’apoptose partagent
certains mécanismes mitochondriaux qui induisent la mort cellulaire comme 1’ouverture
des PT pores, la perte du gradient protonique électrochimique (A%¥m) et la production de
réactifs qui réagissent a I’oxygéne (ROS). Il est suggéré que I’issue de la mort cellulaire
entre I’apoptose et la nécrose serait dépendante de la disponibilité des protéases pro-
apoptose (88). Il existerait aussi d’autres mécanismes tels que 1’« apoptosis inducing
factor » (AIF), « smac/diablo » (second mitochondria-derived activator of caspase/direct
inhibitor of apoptosis (IAP)-binding protein of low pl, endonuclase G (EndoG) et
Omi/Htr-A2 qui provoqueraient 1’apoptose suite a des signaux apoptotiques (10). Le
largage de I’AIF dans le cytosol a partir de la mitochondrie provoqueraient la
fragmentation de I’ADN et 1’apoptose aprés que ceux-ci est migré au noyau de la cellule
et ce, indépendamment de 1’activation des caspases et/ou d’Apaf-1 (26) (figure 1,1). Ce

dernier mécanisme ne fait pas I’'unanimité dans la littérature (10).
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Apoptose cardiaque, énergie et exercice

L’induction de I’apoptose nécessite de 1’énergie et une déplétion sévére en ATP
engendre plutdt de la nécrose que de 1’apoptose (58; 174). L’apoptose et la nécrose sont
observables dans le myocarde humain ayant subi un infarctus (142; 202). L’activation de
la voie apoptotique est aussi observable dans le myocarde humain en voie de
décompensation (168). Généralement, les myocytes apoptotiques sont absents d’une
région profondément ischémique du myocarde, 13 ot I’on observe de la nécrose, mais

plus prévalents dans des régions hypo-perfusées (143). Par exemple, aprés une occlusion
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de ’approvisionnement en sang dans le myocarde, I’apoptose et la nécrose sont activées.
Dans ce cas, le programme de mort cellulaire est activé par la 1ésion ischémique. Si
I’approvisionnement en sang n’est pas rétabli, les cellules apoptotiques meurent de
nécrose parce que l’énergie pour continuer le processus apoptotique n’est plus
disponible. Si I’approvisionnement en sang revient rapidement, plusieurs cellules
pourront €tre perdues par apoptose en complétant leurs programmes de suicide cellulaire.
D’ailleurs, I’apparition de I’apoptose serait accélérée dans le myocarde en re-perfusion
(202). L’apoptose cardiaque résulterait souvent d’un stress modéré qui est répétitif ou
chronique (51), comme la décompensation cardiaque (142; 166) ou les cardiomyopathies
diabétiques ou hypertensives humaines (67; 118). Un déséquilibre énergétique cellulaire
pourrait faire en sorte de réduire la protection myocardique lors d’une situation imprévue
et décisive a la survie cellulaire en réduisant I’expression des protéines protectrices et en
augmentant 1’activité des protéines pro-apoptotiques. L’activation de la voie apoptotique
serait accompagnée d’une altération au niveau de la captation et du métabolisme du
glucose (132) et d’une diminution de la production anaérobie d’ATP (17), ce qui pourrait
étre un probléme important dans le cas de la cardiomyopathie diabétique ou
hypertensive, puisque ces derniers sont prédisposés a de 1’ischémie. Par contre, les
bénéfices inhérents a une augmentation d’un status anti/pro-apoptotique par ’exercice
chronique contre I’ischémie reperfusion reste a étre démontré puisque la nécrose semble

étre largement dominante.



Les modulateurs de la survie cellulaire et de ’apoptose

1) Les protéines de la famille Bcl-2

Les protéines de la famille Bcl-2 sont parmi les médiateurs de la régulation de
la survie cellulaire les plus répertoriés de la littérature (figure 1,2). La famille Bcl-2
regroupe des protéines pro- et anti-apoptotiques. Les anti-apoptotiques de la famille
Bcl-2 sont: Bel-2, BCLW, BCLXL, Ced-9, MCL1, NR13, A1/BFL1 et BCLXL
ATM. Les pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 sont : Bax, BAK, BOK/MTD, DIVA,
BCLXS, BIK/NBK, HRK/DP5, BIM/BOOD, BLK, NIP3, NIX/BNI, p3L, BAD, BID
et EGL1. Tous les membres de la famille Bcl-2 possédent une région Bcl-2
homologue (BH) avec 1’'un des quatre motifs BH1 a BH4 (figure 1,3). Ces régions
spécifiques servent de site de liaison pour les autres membres de la famille Bcl-2 dans
le but de former des homo- ou hétérodiméres, afin de neutraliser ou d’initier
Papoptose par des liens protéines a protéines. Les protéines de la famille Bcl-2 qui
sont les plus abondantes dans I’organisme sont Bcl-2, Bax et Bcl-X;. La majorité des
membres de la famille Bcl-2 exercent leurs fonctions sur la mitochondrie. Ainsi, les
protéines de cette famille sont d’importants régulateurs des fonctions mitochondriales
cardiaques lors d’un stress induisant I’apoptose (41). Par exemple, suite 4 un stimulus
pro-apoptotique, comme une diminution du contenu en ATP, ou en glucose, la
protéine pro-apoptotique Bax transiterait du cytosol & la mitochondrie pour y étre
insérée (167; 201; 212). Subséquemment, Bax induirait directement le largage du
cytochrome c a partir de la mitochondrie (98). L’augmentation de 1’expression de Bcl-
2 quant a elle préviendrait le largage du cytochrome c en plus de prévenir I’activation

des caspases (172). Par exemple, la sur-expression de Bcl-2 pourrait contrecarrer

12



Iinitiation de I’apoptose dans des conditions de déplétion en ATP dans le cceur (126).
Il a été suggéré que Bcl-2 induise un état d’hibernation métabolique qui pourrait
ameliorer la résistance de la cellule a des conditions de stress (69). Contrairement a
Bax, Bcl-2 est une protéine trans-membranaire insérée dans la mitochondrie (89), elle
favorise la survie cellulaire en neutralisant par hétérodimérisation les effets de Bax in
vivo (figure 1,2). Lorsque Bcl-2 est en excés, I’hétérodimére Bcl-2/Bax est formé et la
cellule est protégée. Cependant, lorsque Bax prédomine, une homodimérisation prend
place, et la cellule devient susceptible a 1’apoptose (144). Le ratio entre I’expression
de Bcl-2 et Bax a été proposé comme étant un important marqueur de la probabilité de
la survie cellulaire. Dans le cardiomyocyte ischémique, ’expression du géne Bcl-2
serait diminuée, alors que 1’expression de Bax serait augmentée in vivo (116). Jusqu’a
maintenant, aucune étude a notre connaissance n’a été entreprise pour observer les
effets de I’exercice sur les changements d’expression des protéines pro-survie dans
des cceurs soumis a un stress chronique, comme dans les cas du diabéte et de
I’hypertension, qui sont plus susceptibles 4 des détériorations graves et irréversibles

comme la nécrose et 1’apoptose.
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2) La protéine kinase B (PKB/Akt)
a) Aspects généraux.

La kinase sérine/thréonine PKB est aussi connue sous le nom de c-Akt (Akt1-3)
qui est I’homologue cellulaire de 1’oncogéne viral v-Akt et de Rac. L’origine de PKB
provient d’un rétrovirus appelé AKT8 qui a été isolé d’un thymome & partir d’une lignée
de cellules en provenance d’une souche de souris nommée AKR qui a une haute
incidence de leucémie et de lymphome (181). Deux homologies humaines, Akt-1 et Akt-
2, ont été clonées, et elles sont abondamment exprimées dans le coeur (37; 37; 180). Les
locus de Aktl et Akt2 ont été respectivement localisés sur les chromosomes 14932 et
19q13.1-q13.2. L’homologue cellulaire de v-akt a été cloné par plusieurs groupes
indépendants, qui ont tous démontré que la protéine kinase sérine/thréonine avait un
poids moléculaire de 57 kDa. La PKB joue un rdle important dans le contrdle de
plusieurs processus cellulaires, tels que la transcription des génes, la synthése protéique,
le métabolisme du glucose, le cycle cellulaire et la survie cellulaire (99). Entre autres, la

PKB est une enzyme clé impliquée comme facteur intégral de I’homéostasie du glucose.

b) L’activation de PKB par la voie de signalisation de 'insuline

PKB est activée par un signal intracellulaire, via la voie phosphatidylinositol 3-
kinase (PI3-K), suite a la stimulation par certains facteurs de croissance comme
Pangiotensine II (189) et I’insuline (44; 84) (figure 1,4). L’insuline agit en se liant 4 son
récepteur au niveau de la membrane cellulaire. Le récepteur a I’insuline est une

glycoprotéine hétérotétramere composée de deux sous-unités o et de deux sous-unités B

ayant une fonction tyrosine kinase. La liaison de I’insuline 4 la sous-unité o du récepteur
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a insuline cause une augmentation de 1’activité tyrosine kinase de la sous-unité
intracellulaire, ce qui favorise 1’autophosphorylation du récepteur a I’insuline et la
phosphorylation tyrosine sur des protéines intracellulaires dont les principales sont les
«Insulin Receptor Substrates» (IRS). La phosphorylation tyrosine de la molécule IRS-1
agit comme protéine d’arrimage pour des molécules signalétiques situées en aval de la
voie signalétique de PI3-K. La PI3-K posséderait deux activités kinases, I’'une lipidique
et I’autre protéique en plus d’étre constituée de deux sous-unités, 1’une catalytique (p110)
et I’autre régulatrice (p85). L’interaction IRS/PI3-kinase catalysera la conversion de PI-
4,5-(POs), en phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate (PIP;) a la membrane cellulaire,
pour servir de régulateur allostérique a une autre kinase nommée phosphoinositide-
dependent kinase (PDK-1) qui contrdle la phosphorylation de résidus phosphate dans la
boucle d’activation de ses principaux effecteurs. Les principaux effecteurs immédiats et
en aval de PDK 1 sont PKB/Akt, p70S6K, protéine kinase C (PKC)A/L, PKC-related
kinase-1 et serum and glucocorticoid-inducible kinase (SGK). PKB serait activée par la
liaison d’un phospholipide et par la phosphorylation de la boucle d’activation sur un
résidu thréonine Thr’® par PDK-1 (7) et aussi sur le terminal acide (C-terminus)

473
T

hydrophobe sérine Ser”” par une autre molécule inconnue nommée PDK-2. PKB serait

biologiquement active suite a4 une phosphorylation de ses deux résidus PKB Ser*” et
Thr’®. La double phosphorylation serait critique pour obtenir un haut niveau d’activation
de PKB (7). Le recrutement de PKB par PDK-1 va subséquemment diriger PKB 3 la
membrane cellulaire et au noyau (8), puisque PKB a la possibilité de se lier 4 des lipides

phosphorylés de par son domaine terminal aminé dénommé «pleckstrin homology (PH)».

LD’activit¢ de PKB serait régularisée négativement par déphosphorylation par
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I’intermédiaire de phosphatases. La phosphatase 2A (PP2A) pourrait étre I’'une des
enzymes clés associée avec la déphosphorylation de PKB in vitro et in vivo (7; 129).
D’ailleurs, I’activité de PKB serait augmentée par des inhibiteurs des phosphatases tels
que le vanadate, la calyculin A et I’acide okadaique. PKB est un effecteur cellulaire qui
régularise plusieurs autres kinases et fonctions spécifiques dans les différents tissus des
mamiferes. Les principales cibles et fonctions de PKB dans le myocarde sont discutées

ultérieurement dans cette these.

Signalisation de PKB
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Figure 1,4
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¢) Les fonctions de PKB dans le ceceur

PKB jouerait un réle important au niveau du métabolisme et de I’expression
génetique cardiaque. Elle serait impliquée dans la régulation des enzymes liées au
métabolisme des protéines, des glucides et des lipides dans les tissus qui sont sensibles a
Pinsuline. Ainsi, PKB pourrait régulariser la traduction des protéines et I’hypertrophie
myocardique (49) via la voie PI3-K. La régulation de la masse cardiaque par PKB
pourrait étre reliée au couplage entre la charge hémodynamique et les besoins
métaboliques du cceur. Des études récentes ont démontré que PKB serait associé a
I’hypertrophie des cellules myocardiques dans des souris transgéniques surexprimant
PKB (39) et PKB serait activée par I’augmentation du travail contractile (13). PKB
modulerait la synthése protéique en régularisant ’activité du facteur de transcription 4E-
BP1 via mTOR/FRAP suite a I’activation par des facteurs de croissance, des agents
myogenes et des hormones (71; 151). La régulation de I’activité de mTOR/FRAP par
PKB activerait aussi la protéine ribosomale p70-S6 kinase (p70S6k) impliquée dans la
traduction et 1’élongation ribosomale (95). Aussi, I’augmentation de 1’activité de PKB
promulgue la transcription de c-myc, un géne qui répond rapidement & un stimulus
hypertrophique et 4 la progression du cycle cellulaire (3). PKB promulgue
I’augmentation du niveau de cyclin D1 dans le noyau cellulaire en induisant la
translocation nucléaire et la traduction de ’ARNm, ce qui pourrait augmenter la

progression du cycle cellulaire (99).

PKB maintient I’intégrité mitochondriale par des mécanismes dépendants de
Pactivité PI3-kinase (28; 45; 214) lorsque I’approvisionnement en glucose est suffisant

(36; 44; 99). Ainsi, I’homéostasie du glucose a I’intérieur de la cellule s’avére important
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pour le ceeur, puisque PKB favorise a la membrane mitochondriale, le couplage entre le
métabolisme glucidique et la phosphorylation oxydative via une augmentation du
couplage hexokinase-VDAC (voltage dependant anion channel) (74). Ce dernier
améliore non seulement le métabolisme du glucose mais inhibe I’ouverture du pore de
perméabilité transitionelle (PT pore), un des mécanismes de reldche de facteurs pro-
apoptotiques de la mitochondrie. Ainsi, le controle de D’entrée du glucose et la
progression du glucose dans la glycolyse sont primordiaux pour maintenir la protection
des cellules cardiaques. PKB provoquerait la translocation du GLUT-4 d’un
compartiment intracellulaire & la membrane plasmique dans le cceur de rat et dans des
ceeurs isolés (105; 176). De plus, I’augmentation du travail contractile en soi stimule la
glycolyse cardiaque et augmenterait le transport du glucose et I’activité d’un enzyme clé
de la glycolyse cardiaque la 6-phosphofructo-2-kinase (PFK-2) (50) et PKB serait
possiblement I’un des médiateurs de 1’augmentation de 1’activité de la PFK-2 lorsque le

travail contractile est accru (13; 52).

PKB aurait plusieurs fonctions protectrices dans le myocarde. PKB promulgue la
survie cellulaire en contrecarrant certains stimulus apoptotiques par phosphorylation
directe ou indirecte de certaines protéines régulatrices de l’apoptose ou par des
modifications post-translationnelles (99). 1l a été suggéré que les facteurs de croissance
comme l’insuline et l’insuline like growth factor-1 (IGF-1) activeraient PKB et
favoriserait la survie des cardiomyocytes in vitro en plus de protéger contre les
dommages d’ischémie/reperfusion chez des souris et les rats (57; 68; 97). De plus, PKB
préviendrait aussi les stress d’oxydation qui induisent 1’apoptose dans les cardiomyocytes

(4). De méme, le transfert par adénovirus d’un gene actif de PKB améliore la fonction et
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la protection myocardique dans des cceurs en voie de décompensation (190). PKB
semblerait inhiber 1’exécution de 1’apoptose par phosphorylation et inactivation de Bad,
une protéine de la famille de Bcl-2. PKB activerait des molécules pro-survie telles que
FLIP et IKKa (45; 146; 183). PKB promulgue aussi la survie cellulaire en prévenant
I’expression du ligand FAS par un processus de phosphorylation et d’inactivation du
facteur de transcription forkhead (FKHRL1) (22). L’effet anti-apoptotique de PKB serait
effectif avant le relachement du cytochrome c, ce qui empécherait 1’activation des

caspases (103).

d) Effets de I’exercice sur PKB

L’effet de I’exercice aigu ou chronique sur ’activité de PKB dans le cceur n’a
jamais été rapporté dans la littérature a notre connaissance. Le peu d’études traitant des
effets de I’entrainement chronique sur PKB ont été réalisées dans le muscle squelettique
et surtout en lien avec le transport du glucose. Ainsi, Luciano et al. (123) ont observé
chez le rat qu’un entrainement de 6 semaines a la nage augmentait la phosphorylation de
PKB Ser'” dans le muscle squelettique suite & une infusion d’insuline. Cette
augmentation de la phosphorylation de PKB était accompagnée d’une meilleure réponse
a I’insuline pour induire I’expression du GLUT-4. D’ailleurs, la phosphorylation de PKB,
un intermédiaire signalétique putatif du GLUT-4 (206), serait augmentée de 640% en
réponse a I’insuline, de 280% par 1’exercice et de 1000% pour 1’exercice combiné a
I’insuline dans le muscle squelettique humain (190). L’insuline stimule la translocation
de la protéine GLUT-4 jusqu’a la membrane, et elle augmente la capacité de transport du

glucose (203). Par contre, la captation en glucose pourrait aussi étre améliorée par un
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mecanisme indépendant de la stimulation de I’insuline via PI3-K et qui impliquerait
PKB. Il a été suggéré que l’insuline n’active que modérément PKB dans le muscle
squelettique de souris n’exprimant pas de récepteur a insuline, alors que 1’addition de
I’exercice peut améliorer de fagon plus marquée I’activité de PKB (73; 210). Il existe
d’autres évidences dans la littérature qui démontrent que PKB pourrait étre activée par
une voie indépendante de la voie PI3-K et qui pourrait étre activée par I’exercice. Par
exemple, ’AMPc (63), la stimulation P-adrénergique (137), I’hyperosmolarité et les
chocs thermiques activent PKB, et ce en présence de Wortmannin, un inhibiteur bien
connu de la voie signalétique PI3-K (23; 23; 106). Certains enzymes qui ne sont pas
nécessairement couplés a la voie PI3-K activeraient PKB. Par exemple, 1’enzyme
integrin link kinase (ILK) inhiberait spécifiquement la phosphorylation du résidu PKB

Ser*” et I’activité de PKB (124; 152) en plus de phosphoryler GSK-3 (47; 153; 196).

3) La glycogéne synthase kinase-3 (GSK-3)
a) Aspects généraux

La glycogene synthase kinase-3 (GSK-3) participe a la régulation de plusieurs
processus cellulaires fondamentaux comme le métabolisme des glucides, la synthése
protéique et I’apoptose. La GSK-3 est une protéine kinase sérine/thréonine connue sous
deux isoformes, GSK-3a. (serine’') et GSK-3pB (serine’), qui sont exprimées de fagon
ubiquitaire dans tous les tissus mammiféres (213). GSK-3p aurait un poids moléculaire
de 47 kD, alors que la GSK-3a est détectée a 51 kD. Le plus étudié des isoformes est la
GSK-3B, qui aurait 85% d’homologie en acides aminés & GSK-3a (213). Ces deux

isoformes sont 4 97% homologues a I’intérieur de leurs domaines catalytiques, mais
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différent significativement a I’extérieur de cette région, puisque GSK-3a posséderait une
plus longue queue riche en glycine au terminal azoté (65). Ceci pourrait conférer aux
isoformes des roles spécifiques dans la cellule. Le rdle de GSK-3 pour la synthése du
glycogene stimulée par I’insuline est bien caractérisé dans la littérature (184). L’insuline
promulgue la phosphorylation de GSK-3 via PKB, ce qui désactive I’enzyme afin de
maintenir la déphosphorylation de la glycogéne synthase (GS) et de promouvoir la
synthese de glycogeéne (43; 99; 184) et I’activation de la protéine phosphatase-1 (PP1)

(19).

b) Role de GSK-3 dans ’hypertrophie cardiaque

Les cardiomyopathies qui sont sujettes & une demande métabolique accrue et a de
Ihypertrophie impliqueraient aussi 1’axe PKB/GSK-3. D’ailleurs, l’inhibition de
activité de GSK-3P par 1’Endothelin-1, la Calyculin, la phénylephrine, le chlorure de
lithium et la surcharge de pression promulgue I’hypertrophie dans les cardiomyocytes
(81). A I’opposé, ’augmentation de I’activité de GSK-3p par déphosphorylation dans le

ceeur de souris transgéniques abolit I’hypertrophie myocardique (9).

¢) Role de GSK-3 dans Uinduction de I’apoptose

L’un des rdles clé de la voie pro-survie de PI3K/PKB chez I’humain serait de
supprimer D’activitt de GSK-3. La perte en facteurs de croissance favoriserait
’augmentation de I’activité de GSK-3 et I’induction de I’apoptose. Pap et al. (147) ont
démontré que la GSK-3 pourrait contribuer aux effets de PKB sur 1’apoptose. La sur-

expression de GSK-3 induit 1’apoptose, alors que la phosphorylation et I’inactivation de
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GSK-3 par PKB bloque ’apoptose in vitro (148). Par exemple, I’inhibition de GSK-3f3
atténue de facon marquée 1’apoptose induite par I’hypoxie in vitro en présence de
glucose (119). L’augmentation de I’activité de GSK-3 serait associée a un changement de
conformation de la protéine pro-apoptotique Bax et a 'induction de la mort cellulaire
d’érythrocytes primaires humain (178). La sur-expression de GSK-3 et sa translocation
au noyau nucléaire in vitro stimulerait les cellules a devenir apoptotiques de fagon
spontanés en absence de sérum et par un traitement choc a la chaleur en plus d’inhiber la
transcription de la protéine de stress HSP-72 (18; 65; 83; 147; 147). La régulation de

GSK-3a/p par ’exercice dans le cceur n’est pas connue a notre connaissance.

Le diabéte de type 2 et les modulateurs de la survie cellulaire

Introduction

Le diabéte de fype 2 ou NIDDM (non-insulin-dependant diabetes mellitus), la
forme la plus commune de diabéte (90-95% des cas de diabéte chez les plus de 20 ans),
est souvent caractérisé par des événements altérés qui surviennent en aval de la liaison de
’insuline & son récepteur. La progression du diabéte de fype 2 est un processus en deux
étapes : une résistance périphérique a I’action de I’insuline, qui est souvent exacerbée par
P’obésité, et une incapacité du pancréas a sécréter I’insuline pour compenser cette
résistance. Les patients atteints du diabéte de fype 2 sont caractérisés par une
hyperglycémie a jeun et par une insulinémie élevée, normale ou faible selon la sévérité
de la maladie. Le diabéte de #ype 2 apparait généralement aprés 1’dge adulte moyen, mais

son incidence augmente rapidement chez les groupes d’age plus jeunes.
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La prévalence du diabéte de #ype 2 est croissante partout dans le monde. D’ici
I’an 2020, il est prévu qu’environ 250 millions de personnes en seront affectées (140).
Au Canada, environ 5% (1,3 millions) de la population canadienne serait atteinte du
diabete. En plus des prédispositions génétiques, les facteurs de risque du diabéte de type
2 sont I’obésité, I’inactivité physique et le vieillissement. Selon Santé Canada (1999),
70% des gens atteint du diabéte sont inactifs. L’inactivité physique est non seulement un
facteur de risque du diabéte, mais aussi un facteur de risque de complications comme les
maladies cardio-vasculaires. En général, I’entrainement physique favorise la réduction du
risque de maladie du ceeur chez les diabétiques et améliore plusieurs variables associées
aux cardiopathies diabétiques (91). Il a été démontré que I’exercice améliore les
performances cardiaques, la captation de glucose et la production d’énergie
mitochondriale chez des rats diabétiques (131; 145; 150). Plusieurs facteurs métaboliques
et hémodynamiques peuvent contribuer & 1’amélioration de ’homéostasie du glucose
apres des séances d’exercice aigu ou chronique chez des individus atteints du diabéte de
type 2. 1l est bien connu que I’exercice chronique diminue la résistance a I’insuline (170)
et améliore la tolérance au glucose chez des patients atteints du diabéte de fype 2 (163). 1l
a déja été démontré que 1’entrainement physique augmenterait la sécrétion plasmatique
en insuline chez les humains et la concentration d’insuline emmagasinée dans les cellules
B du pancréas chez les rats diabétiques de fype 2 (110; 171), ce qui pourrait contribuer a

I’amélioration de la glycémie et a la signalisation intracellulaire de I’insuline.
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Principaux problémes cardiovasculaires associés au diabéte de fype 2 et

a la signalisation de P’insuline.

La dysfonction cardiaque représenterait une complication sévere du diabéte de
type 2 (30). Les maladies cardiovasculaires représentent 60-70% de la mortalité chez les
personnes atteintes du diabéte de #ype 2 dans les pays industrialisés (76). Une grande
proportion des diabétiques meurent d’ischémie cardiaque (128), ils sont plus susceptibles
a des infarctus du myocarde (76) et a la maladie coronarienne (115). Le cceur humain
diabétique s’hypertrophie de fagon pathologique pour ensuite évoluer vers une dilatation
myocardique et des altérations au niveau des propriétés contractiles (67). L’hypertrophie
cardiaque est secondaire a un besoin essentiel de répondre a une augmentation de la
charge de travail. Pour maintenir une charge élevée de travail, le ceeur doit ajuster ses
besoins énergétiques. Pour palier a ce phénoméne, un cceur en surcharge de travail
chronique exprimera des protéines contractiles moins performantes en vitesse de
contraction mais plus économiques en consommation d’énergie. Lorsque la machinerie
génétique n’est plus en mesure d’exprimer en quantité suffisante les protéines
contractiles de type économiques, le coeur n’aurait d’autres choix que d’augmenter
I’expression de certaines protéines structurales plus rigides pour supporter la surcharge
de pression. D’ailleurs, I’augmentation de la rigidité ventriculaire en diastole est I’une
des plus proéminentes défectuosités mécaniques associées aux cardiomyopathies
diabétiques (161). Cette dysfonction diastolique est caractérisée par une diminution de la
compliance et une vitesse plus lente de relaxation ventriculaire (160). Parmi les

phénomenes qui pourraient expliquer cette anomalie de la relaxation cardiaque, on
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dénote une augmentation du contenu en collagéne cardiaque qui serait causée par une
augmentation de 1’expression du récepteur TGFP II (130), et du géne de la protéine
codant pour le collagéne de type III (27) et une altération au niveau des courants ioniques
K+ (173).

La résistance a I’insuline pourrait induire un autre probléme treés important sur le
cceur diabétique, celui du maintien de la synthése des protéines contractiles. L’insuline
favorise un bilan azoté positif (48; 48; 70). L’une des caractéristiques du diabéte est la
perte de tissu musculaire (72). Une étude récente a démontré que 1’ablation spécifique du
récepteur a insuline du muscle cardiaque résulterait en une réduction de la grosseur des
cardiomyocytes, et en des changements d’isoformes des protéines contractiles et de
’utilisation des substrats cardiaques (15). D’ailleurs, lorsque le niveau d’insuline est
faible, le systéme protéosome-ubiquitine jouerait un rdle important dans la dégradation
des protéines (48). L’insuline affecterait plusieurs étapes nécessaires a la synthese des
protéines comme [’initiation de la traduction de ’ARNm (179). L’insuline exerce un
contréle majeur sur l’apoptose dans les cardiomyocytes (4). Entre autres, PKB
promulgue la survie cellulaire suite & une ischémie/reperfusion dans des cardiomyocytes
in vitro (21; 68) et protégerait contre les lésions myocardiques occasionnées par une
ischémie/reperfusion (IR) coronaire chez la souris (68). La résistance a I’insuline serait
néfaste en terme de protection myocardique diabétique parce que ’insuline signalise et

régule certaines protéines liées a la survie cellulaire.

La résistance a 1’insuline serait possiblement attribuable a une défaillance dans

I’'une des étapes régulatrices de la signalisation intracellulaire sous le récepteur a
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I’insuline. Ainsi, une altération au niveau de la signalisation intracellulaire de I’insuline
pourrait avoir des effets similaires 4 une baisse marquée du niveau d’insuline. Certaines
évidences portent a croire que PKB et GSK-3 sont parmi les protéines signalétiques qui
sont les plus susceptibles d’étre altérées dans le cas de la résistance a I’insuline du coeur
diabétique. Les études qui utilisent des souris transgéniques qui n’expriment pas PKB
révélent plusieurs similitudes avec le diabéte de type 2 observé chez les humains, comme
I’hyperglycémie, une insulinémie élevée, et une résistance a ’insuline dans le foie et le
muscle (33; 113; 113). De plus, une diminution de I’activité de PKB a été observée dans
des cardiomyocytes isolés de rats Zucker (92), dans le myocarde de rats traités a la
streptozotocine (STZ) (112), dans le muscle squelettique de différents modeles de rats
résistants a I’insuline (85; 108; 165), et dans le vastus lateralis de patients diabétiques de
type 2 (109). Par contre, une étude récente a démontré que le cceur de rats Goto-Kakizaki,
un modele polygenique de diabéte de type 2 spontané, démontrait une diminution de
I’expression du récepteur a insuline (3, ainsi que de la phosphorylation tyrosine de ce
récepteur B (53). De plus, ces mémes auteurs ont observé une diminution de I’association
IRS-1 avec PI3-kinase lorsque stimulé par I’insuline et ce, sans changement au niveau de

I’expression de PKB et de phosphorylation de PKB Ser*”.

Puisque PKB est couplée a la voie de signalisation de I’insuline, la résistance a
’insuline pourrait faire en sorte de diminuer la protection du cceur diabétique a plusieurs
égards. Entre autres, au niveau métabolique, PKB protégerait les cellules cardiaques en
promulguant I’entrée du glucose, la régulation de la glycolyse, I’augmentation du
couplage glycolyse-oxidation phosphorylante, I’inhibition du PT pore mitochondriale et

la phosphorylation et I’inactivation de Bad. Dans le cceur, les principaux transporteurs du
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glucose sont le GLUT1 et le GLUT4. Dans le myocarde du rat Zucker, 1’expression du
GLUT4 est réduite (175), la translocation a la membrane plasmique lorsque stimulée par
I’insuline est altérée (199) et le tout serait accompagné d’une diminution de la
phosphorylation de PKB (93). De plus, PKB favoriserait la translocation du GLUT4
d’un compartiment intracellulaire & la membrane plasmique dans le cceur de rat et dans

des cellules L6 (176; 206).

11 est aussi bien connu que le cceur diabétique accumule du glycogéne (32) et une
grande accumulation en glycogéne est généralement associée au développement de la
résistance a I’insuline (96; 102). D’ailleurs, 1’action de I’insuline serait diminuée lorsque
la concentration en glycogeéne est élevée (139) et conséquemment, 1’activation de PKB
serait réduite lorsque le contenu en glycogéne est élevé dans le muscle squelettique (52).
La relation entre le contenu en glycogéne et I’activation de PKB n’a jamais été
démontrée dans le ceeur. Le fait d’accumuler plus de glycogeéne n’est pas un probléme en
soi pour le cceur, ce phénomene serait plutdt protecteur lorsque les besoins en ATP sont
impératifs lors d’une ischémie. Le probléme se situe plutdt au niveau de 1’oxydation du
glucose, puisque le taux d’oxydation du glucose et du lactate cardiaque sont
significativement réduits chez les animaux diabétiques in vitro et in vivo (182). Une
diminution de l’oxydation du glucose myocardique représenterait un événement
pathophysiologique précoce qui pourrait survenir avant des dysfonctions contractiles et
des changements pathologiques dans le cceur diabétique de rat (2; 30; 60). L’oxydation
des lipides est normalement responsable de 60-90% de I’ATP re-synthétisé dans le coeur
et le reste proviendrait de 1’oxydation du pyruvate dérivé a partir de la glycolyse et du

lactate (182). Lors d’une ischémie, 1’oxydation des lipides est réduite et le métabolisme
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anaérobie est augmenté suite a la diminution du taux d’oxygéne dans le myocarde de rat.
La glycolyse et I’oxydation du glucose sont régularisées par des enzymes clés comme la
phosphofructokinase (PFK) et la pyruvate déhydrogénase (PDH). PKB serait 1’'un des
médiateurs de 1’augmentation de I’activité de la PFK-2 lorsque le travail contractile est
accru (13; 52). L’hypoxie stimule la glycolyse cardiaque en augmentant le transport du
glucose et I’activité de I’enzyme PFK-2. L’hypoxie active PKB et GSK-3 dans des
cellules PC12 et PKB protege les cellules cardiaques contre I’effet mortel de I’hypoxie
en ré-oxygénation (14; 20). Ainsi, une réduction de I’expression, de la phosphorylation et
de I’activité de PKB pourrait étre néfaste pour le cceur diabétique en période d’ischémie.
Le contenu en acides gras libres (AGL) et en citrate est élevé chez des patients résistants
a I’insuline (159), ceci inhiberait la glycolyse au niveau de la PFK parce que les AGL
sont concurrentiels a 1’oxydation du glucose (158; 182). En plus de la PFK, la PDH du
cceur diabétique serait aussi altérée lorsque la concentration en AGL augmente. La PDH
serait aussi inhibée par une réduction du niveau d’insuline, par la GSK-3 in vitro, et lors
d’une augmentation du travail contractile dans le coeur diabétique (90; 104; 182; 207).
L’accumulation d’acides gras et de leurs dérivés toxiques a déja été associée a des
altérations mécaniques, a une diminution de I’oxydation du glucose et a des dommages
cellulaires dans le cceur de rats diabétiques sujets a de I’ischémie (62; 122; 122; 204).
Dr’ailleurs, la déphosphorylation et I’activité de PKB et de GSK-3 seraient réduites
lorsque le palmitate est en excés dans le cceur (177), ce qui pourrait diminuer la
protection myocardique. Les mécanismes qui induisent la résistance a I’insuline suite
une infusion de lipides pourraient provenir d’une augmentation des dérivés des AGL

(fatty acyl CoA, diacylglycérol, céramides) et de ’augmentation de TNFa (164; 216).
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L’augmentation de ces derniers aurait pour conséquence d’activer une cascade
sérine/thréonine impliquant la voie PI3-kinase et PKCO menant i une diminution de

I’effet de I’insuline sur le métabolisme des glucides (56; 75).

Effets de I’exercice sur la voie signalétique de PKB/GSK-3 dans le cceur

diabétique de type 2.

L’effet de I’exercice aigu et chronique sur la régulation de PKB/GSK-3 n’est
pas connu dans le coeur diabétique. A partir des recherches sur les effets de I’exercice
sur la modulation de PKB/GSK-3 dans le muscle squelettique diabétique, nous
tenterons d’établir des liens avec les connaissances actuelles sur le ceeur diabétique.
Par exemple, 1’entrainement physique augmente ’expression du GLUT-4 dans le
ceeur de rats traités a la STZ (145) et PKB provoquerait la translocation du GLUT-4
d’un compartiment intracellulaire & la membrane plasmique ir vitro et dans le cceur de
rat (78; 176; 206). Le transport du glucose serait augmenté par la contractilité
musculaire en absence d’insuline (73). Il a été démontré que 1’exercice accroit 1’effet
de I’insuline sur le transport du glucose chez des souris qui n’ont pas de récepteur a
I’insuline et ce, en concomitance & une augmentation de la phosphorylation de PKB
dans le muscle squelettique (210). I1 a été suggéré que la déplétion en glycogeéne par
I’exercice joue un réle important sur I’augmentation de 1’action de I’insuline (162) et
que le contenu en glycogéne influencerait le taux de synthése du glycogéne aprés
I’exercice. Une concentration résiduelle élevée en glycogéne aprés ’exercice agirait
comme inhibiteur de I’activité de la GS par un mécanisme d’inhibition rétrograde

(154), limitant ainsi la synthése excessive en glycogéne. De plus, lorsque le contenu
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en glycogeéne est réduite & moins de 30 mmol/L aprés I’exercice, la re-synthése du
glycogéne serait indépendante de I’insuline, alors qu’en absence d’insuline, la re-
synthése du glycogéne cesse lorsque le contenu en glycogéne est élevée (155). Il a
déja été démontré que I’entrainement d’intensité modéré réduisait la synthése du
glycogéne dans le muscle squelettique de rats diabétiques récupérant d’un exercice
prolongé (80). Cette réduction du contenu en glycogéne par 1’entrainement pourrait
étre favorable pour le cceur des rats diabétiques, puisque ceux-ci accumulent du
glycogéne (32) et seraient résistants a I’insuline (205). Ainsi, une diminution du
contenu en glycogéne par 1’entrainement pourrait possiblement améliorer ’activité de
PKB et conséquemment la phosphorylation de GSK-3 dans le cceur. D’ailleurs, il a été
démontré que 1’exercice aigu favoriserait ’augmentation de la phosphorylation de
GSK-3a/B, et ce, en concomitance a une réduction du contenu en glycogeéne dans le
muscle squelettique (125). Par contre, ces derniers auteurs observent que la régulation
de la synthése du glycogene par I’exercice aigu, contrairement a 1’effet de I’insuline,
n’impliquerait pas I’activation de PKB dans le muscle squelettique de rat (125). A la
lumicre de ces observations, I’effet de 1’exercice chronique sur la régulation de
PKB/GSK-3 dans le myocarde insulino-résistant qui accumule du glycogéne serait

d’intérét et devrait étre investigué.

L’hypertension et les modulateurs de la survie cellulaire

Introduction

L’hypertension artérielle primaire est une élévation anormale et persistante de la

pression artérielle. L’assise génétique de la maladie est polygénique et implique au moins
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3 génes majeurs (215). L hypertension est le facteur de risque et la maladie qui affecte
souvent le ceeur et les vaisseaux sanguins et elle constitue 1’une des principales causes
d’insuffisance cardiaque. La prévalence de I’hypertension est fortement corrélée aux
défaillances cardiaques mortelles dans les pays industrialisés d’Amérique et d’Europe
(211). Selon Statistiques Canada, plus de 3 millions de personnes sont atteintes
d’hypertension au Canada. Les facteurs de risque les plus prévalents de 1’hypertension
sont 1’obésité, le tabagisme, I’hypercholestérolémie, le diabéte, I’histoire familiale et

’inactivité physique.

Principaux problémes cardiovasculaires associés a I’hypertension

Les patients souffrant d’hypertension décedent souvent des suites de maladies
cardiovasculaires. L’hypertrophie pathologique du ventricule gauche présenterait 1’une
des causes majeures de mortalit¢ et de morbidité chez 1’humain hypertendu (133).
L’hypertrophie pathologique ventriculaire est un mécanisme compensatoire qui serait
initié en réponse a une surcharge de pression. L’hypertrophie pathologique améne des
altérations qualitatives spécifiques en expression génétique et phénotypique. Par
exemple, en vieillissant, le coeur des rats spontanément hypertendus (SHR) subit des
altérations morphologiques et fonctionnelles telles que: de la rigidité ventriculaire
occasionnée par une augmentation de la fibrose (40), des changements d’isoformes
contractiles (38), des assauts ischémiques (12) et de ’apoptose (64; 117). La perte de
cellules myocardiques par apoptose pourrait faire en sorte d’imposer une charge de
travail supplémentaire sur d’autres cellules adjacentes afin de maintenir le travail imposé

par ’hypertension.
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Effets de I’exercice sur la protection myocardique du ceeur hypertendu

Plusieurs effets bénéfiques potentiels de 1’exercice sur le ceeur hypertendu ont
été rapportés; une diminution de la fréquence cardiaque de repos et a I’exercice sous-
maximal, une amélioration du taux de relaxation ventriculaire (-dP/dt), une
amélioration de la protection contre les radicaux libres, une augmentation de la
dimension du ventricule en fin de diastole et une amélioration contre les problémes
d’ordres ischémiques {119, 6}. Par contre, les mécanismes et les adaptations
cellulaires et moléculaires connus sont peu nombreux. L’entrainement aérobie
favorise la réduction de la pression sanguine systolique et diastolique d’environ 11 et
8 mmHg respectivement chez 75% des individus avec I’hypertension (77; 192). Par
contre, la majorité des individus qui améliorent leur pression sanguine systolique
demeurent quand méme hypertendus (77). Entre autres, 1’entrainement physique
améliore considérablement la performance cardiaque en plus de prévenir une
croissance disproportionnée du rapport mitochondries/myofibrilles typique de
I’hypertrophie ventriculaire de rat génétiquement hypertendu (42; 42; 66).
L’entrainement physique de rats hypertendus favorise le maintien d’un contenu
normal en collagéne et un meilleur ratio du type de collagéne qui favorise la
compliance plutét que la rigidité (III/I). Cette amélioration dans la qualité du

collageéne serait associée a un meilleur taux de relaxation ventriculaire (24).
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Rationnel et objectifs des études

Le point commun entre les cardiomyopathies diabétique et hypertensive réside
dans les complications associées aux deux pathologies et menant a I’infarctus du
myocarde. En effet, ces deux pathologies sont assujetties & des complications comme
I’ischémie, I’hypertrophie et 1’apoptose myocardiques. Ainsi, il nous semblait important
d’étudier les effets de I’exercice chronique modéré sur I’expression des protéines cardio-
protectrices qui sont liées a la fois aux désordres métaboliques et a la survie cellulaire
parce que [D’entrainement en endurance améliore [’intégrité mitochondriale et
métabolique dans le cceur. A notre connaissance, aucune étude n’a été entreprise pour
vérifier les effets de ’exercice aigu et chronique sur 1’expression des protéines pro et
anti-apoptotiques dans le cceur d’animaux diabétiques ou hypertendus entrainés. Aussi,
nous avons choisi d’investiguer la régulation de protéines qui sont lies a la fois a la
signalisation de P’insuline et a ’apoptose, parce que la résistance a I’insuline et
I’apoptose sont présentes dans les deux pathologies étudiées dans cette thése. Ainsi,
I’étude de ’expression et de la phosphorylation de PKB et de 1’un de ses substrats, la
GSK-3, dans le myocarde de rats diabétiques ou hypertendus sont le point commun des

trois études présentées dans cette thése.



Le diabéte de type 2 : Etudes 1 et 2

La régulation du métabolisme du cceur diabétique serait conséquente a la
sévérité du syndrome. Par exemple, ce syndrome suit une séquence de phases
d’hyperglycémie et d’hyperinsulinémie qui évolue dans le temps vers une phase
d’hyperglycémie et d’hypoinsulinémie selon la sévérité du diabéte de #ype 2. Ces deux
phases distinctes du diabéte de #ype 2 pourraient influencer I’expression et I’activité
des protéines associées a la signalisation de I’insuline et a la survie cellulaire. Puisque
I’insuline a un pouvoir hypertrophique et promulgue la survie cellulaire, un défaut de
signalisation devrait altérer la croissance myocardique et I’expression des protéines
pro- et anti-apoptotiques du cceur diabétique. La premiére étude prévoit vérifier
I’hypothése que la phosphorylation de PKB/GSK-3 est augmentée dans le myocarde
au debut du développement du diabéte de type 2, pendant la phase d’hyperglycémie et
d’hyperinsulinémie, in vivo. Une seconde hypothése est que la phosphorylation de
PKB/GSK-3 est diminuée dans le cceur de rat diabétique de zype 2 lorsque la
production d’insuline est inadéquate au maintien d’une glycémie normale. Une
troisitme hypothése est que I’entrainement physique améliore la régulation de
PKB/GSK-3 lors de la réduction de la sécrétion et du niveau plasmatique de
I'insuline. Nous postulons que [’entrainement physique pourrait modifier la

concentration plasmatique en insuline et en glycogéne et la phosphorylation de

PKB/GSK-3.

Peu d’¢tudes ont investigué les mécanismes moléculaires liés aux
complications cardiaques dans le diabéte de fype 2. Ceci est, en partie, causé par la

nature complexe du diabéte de fype 2, et le manque de modéles animaux appropriés.
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Le modele animal de diabéte le plus communément utilisé est celui d’une insuffisance
en production d’insuline initiée par la destruction rapide des cellules pancréatiques 3
par la STZ. Ce modéle chimique de diabéte serait plutdt un bon modéle pour 1’étude
du diabete de type 1, puisqu’il ne mime pas la progression habituelle du syndrome du
diabete de type 2 observée chez I’humain. Le rat «Zucker Diabetic Fatty» (ZDF/Gmi-
fa/fa) est un modele génétique d’obésité spontanée, causée par la mutation du
récepteur de la leptine, qui développe une hyperlipidémie et une hyperglycémie plus
sévere que le «Zucker obese (fa/fa)» et le Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty
(OLETF), en plus de démontrer une forme similaire de complications du diabéte de
type 2 a celle retrouvée chez ’humain (34). Au début de la progression de la maladie,
la souche ZDF est touchée par une hyperinsulinémie et I’hyperglycémie. Cependant,
lors des étapes ultérieures de la maladie, les cellules béta du pancréas ne répondent
plus au taux élevé de glucose, ce qui occasionne une réduction de la sécrétion et du
niveau plasmatique de I’insuline (35). Normalement, les rats ZDF démontrent une
hyperinsulinémie et une hyperglycémie peu sévére a4 6 semaines d’age et deviennent
éventuellement hypoinsulinémiques et hyperglycémiques aux environs de la onziéme
semaine d’age. Le rat ZDF serait donc soumis a des altérations métaboliques
similaires a celles d’un diabéte de fype 2 qui serait mal contr6lé. Jusqu’a maintenant,

peu d’études ont été entreprises pour investiguer les complications cardiovasculaires

chez le rat ZDF.
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L’hypertension : Etude 3

L’amélioration de la protection cardiaque s’aveére fort importante dans
I’hypertension parce que les patients souffrant d’hypertension décédent souvent suite
a des maladies cardiovasculaires tel que mentionné précédemment. Le rat SHR serait
un modele intéressant pour 1’étude de la résistance a ’insuline et de ’hypertension
essentielle de gens non-obeses (187) parce que le phénomeéne de résistance a 1’insuline
serait existant chez des patients hypertendus non traités et chez le rat SHR (25; 134;
188). Le cceur de rat SHR démontre une hyperactivité des étapes proximales de la
signalisation de I’insuline (134), mais a4 notre connaissance, aucune étude n’a

investigué les protéines signalétiques plus en aval, telles que PKB et GSK-3.

La plupart des souches de rats et modeles expérimentaux pour 1’étude de
I’hypertension et des effets de 1’exercice sur ’hypertension sont bien décrits dans la
littérature (55; 77; 192). Pour reproduire adéquatement 1’évolution de I’hypertension
observée chez I’humain, le choix du modéle animal pour 1I’étude des effets de la maladie
sur le ceeur doit étre systémique et induire une hypertrophie myocardique menant a la
décompensation. Le rat SHR est un modéle de rat qui est prédisposé génétiquement a
I’hypertension systémique, a I’hypertrophie cardiaque menant a la décompensation, a de
I’apoptose et a4 une haute incidence de maladies cardiovasculaires. Il y a plusieurs
avantages a étudier le modele de rat SHR plutét qu’un autre modéle expérimental
d’hypertension. C’est un modele chronique stable qui produit des symptomes qui sont
prévisibles et similaires & ceux de I’hypertension humaine (55). Normalement, une
pression artérielle élevée, de ’ordre de 170 mmHg, est atteinte vers I’4ge de 10 semaines

pour atteindre éventuellement un plateau & 200 mmHg. Il semble bien accepté dans la
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littérature qu’entre 4 et 9 semaines d’age, le rat SHR est en phase accélérée du
développement de I’hypertension et qu’a 13 semaines, il est en phase établie de
I’hypertension (59). Le principal probléme avec le rat SHR est la méconnaissance de la
cause de I’hypertension dans ce modéele. La manifestation de ’hypertension chez le rat
SHR est associée a une dyslipidémie et & une résistance a 1’insuline du métabolisme des
glucides qui est manifestée de fagon similaire au syndrome X observé chez I’humain (6).
L’hypertension et ses anomalies métaboliques du rat SHR partagent un locus commun
sur le chromosome 4. Le dépistage et la cartographie du chromosome 4 du rat SHR ont
permis d’identifier un géne défectueux qui est le CD36 ou FAT (fatty acid translocase)
(5). Le rat SHR démontre des dysfonctionnements au niveau de la captation et de
I’oxydation des acides gras a longue chaine et une augmentation sévére de la captation du
glucose dans le cceur (79). Un autre probléme est que le rat SHR développe
I’hypertension pendant qu’il est encore un jeune adulte, alors que chez I’humain
I’hypertension se développe plutét a 1’age adulte moyen. Le rat SHR démontre une
augmentation fonctionnelle de la résistance vasculaire périphérique, qui dépend en
majeure partie d’un mécanisme neurologique qui aurait pour origine un désordre au

niveau du systéme central de la régulation de la pression sanguine.

La plupart des recherches qui ont observé une réduction de la pression
sanguine suite & une période d’entrainement ont eu recours a de 1’exercice physique
d’intensité faible ou modérée (192). Le programme d’entrainement a la course utilisé
ici sera d’intensité modéré et d’une durée prolongée. Un entrainement de longue durée
a été choisi pour son effet potentiel a réduire le contenu en glycogéne dans le ceeur.

L’entrainement sera débuté pendant la phase accélérée du développement de



I’hypertension, parce que 1’augmentation significative de I’apoptose chez le rat SHR
serait dépendante de 1’4ge, débutant vers quatre semaines, juste avant que la pression
sanguine commence a augmenter de fagon significative (118). Cette étude prévoit
vérifier que la pression sanguine artérielle et les fonctions cardiaques seront
améliorées par I’entrainement au début de la phase accélérée du développement de
I’hypertension chez le rat SHR. Une seconde hypothése est que 1’entrainement de
longue durée diminuera le contenu en glycogéne et améliora la phosphorylation de
PKB/GSK-3 dans le myocarde des rats SHR. Une troisitme hypothése est que
I’entrainement favorisera I’expression des protéines liées a la survie cellulaire (Bcl-2
et HSP-72) et diminuera ’expression de la protéine pro-apoptotique Bax. Plus
spécifiquement, 1’exercice pourrait améliorer la probabilité de survie cellulaire, en
augmentant le ratio entre I’expression des protéines Bcl-2 et Bax, qui semble étre
diminuée dans le cceur des rats SHR (64). Nous avons aussi choisi de vérifier
I’expression de la protéine HSP-72 parce qu’elle protégerait les cellules myocardiques
contre I’apoptose et la sur-expression de Bax et aussi parce que GSK-3 participe a la
régulation de la transcription de HSP-72 (136; 186). Cette forme de cardio-protection
promulguée par I’exercice (120) n’a jamais ¢été démontrée dans des ceeurs

hypertendus.
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Sommaire traduit

La résistance a l’insuline et I’accumulation de glycogéne cardiaques sont des
caractéristiques connues du diabéte de zype 2. Par contre, les mécanismes demeurent
largement inexpliqués. L’hypothése de la présente étude est que la protéine kinase B
(PKB) et la glycogéne synthase kinase-3 (GSK-3), deux enzymes impliquées dans
I’homéostasie du glucose, la croissance cellulaire et I’apoptose sont altérées dans le
myocarde de rat Zucker diabetic fatty (ZDF). Nous avons aussi examiné le ratio Bcl-2/Bax,
un important marqueur de la probabilité de survie cellulaire du myocarde. Les animaux
ZDF ont été séparés en deux groupes, le groupe des hétifs et des tardifs, en relation a
I’initiation de I’hyperglycémie. Aussitt que 6 semaines aprés le début de I’hyperglycémie,
nous avons observé une diminution significative du ratio poids du cceur sur le poids du
corps chez les rats ZDF. De plus, le poids du ceeur n’a pas augmenté significativement
avec le temps. Ceci est survenu malgré une augmentation drastique de la phosphorylation
de PKB Thr'®® de GSK-3 o/p et de I’insulinémie. Dans le groupe des hatifs, la
phosphorylation de PKB était différemment régularisée, la phosphorylation de PKB Ser*’
était diminuée alors que celle de PKB Thr*® et GSK-3 a/B étaient augmentées. L’élévation
rapide de la glycémie et du contenu en glycogéne pourraient expliquer, du moins en partie,
la régulation indépendante des résidus de PKB dans ce groupe. Les altérations au niveau
de la phosphorylation de PKB et la réduction du ratio pro-survie Bcl-2/Bax lorsque
I’hyperglycémie est induite rapidement pourraient exposer le cceur diabétique a de

I’apoptose.
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Summary

In order to verify the effect of a rapid exposure to high level of plasma glucose on
the heart, early and late hyperglycemia onset Zucker diabetic fatty (ZDF) rat were
compared. The hypothesis tested was that protein kinase B (PKB) and glycogen synthase
kinase-3 (GSK-3), both insulin signaling enzymes implicated in glucose homeostasis, cell
growth and apoptosis may be impaired in the heart of ZDF rats especially in the early onset
hyperglycemia. The Bcl-2/Bax ratio, an important marker of myocardial cell survival
probability was also examined. In the early onset group, the phosphorylation of PKB was
regulated differentially, with a decreased PKB Ser'” (-64%) and increased PKB Thr’®
(170%) phosphorylation despite drastic increases in insulinemia. In the late onset, PKB
Thr**® phosphorylation was also increased (80%), but PKB Ser*” phosphorylation was not
reduced significantly. Phosphorylation of GSK-3a and GSK-3f was significantly elevated
by 60% and 334% respectively in the early ZDF group as compared to controls, whereas
both isoforms were similar to their respective control in ZDF late. The Bcl-2/Bax pro-
survival ratio was reduced and maintained in the early and late onset group respectively. In
conclusion, this study suggests that in the early setting of zype 2 diabetes, the heart is
subject to several impairments related to proteins involved in the insulin signaling pathway

and apoptosis.
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Introduction

Type 2 diabetes is a prevalent cause of morbidity and mortality, mainly due to
cardiovascular complications (48). Changes in cardiac metabolism are among the earliest
diabetes-induced alterations in the myocardium, appearing shortly after the development of
hyperglycemia and preceding change in cardiac function (7). Hyperglycemia seems to
worsen the prognosis of myocardial infarction in diabetic patients (6). Hyperglycemia has
been shown to induce myocardial apoptosis in the mouse (5) and in vitro (15). The
incidence of apoptosis increases in the heart of subjects with diabetes (17), in mice (24)
and in rats (14). An important indicator of apoptosis in the cardiomyocyte is the ratio
between bcl-2, an anti-apoptotic protein, and Bax, a pro-apoptotic protein (31; 39). The
ratio of BCL-2/ Bax protein expression was shown to be decreased in the presence of
hyperglycemia and myocyte apoptosis in vitro (15). The deleterious effect of elevated
glucose and exaggerated amounts of glycogen seen in the diabetic heart (8) could be
deleterious for the heart, because anti-apoptotic protein involved in the insulin signaling
pathway, like protein kinase B (PKB), has been shown to be negatively regulated by
elevated muscle glycogen content in skeletal muscle (13; 26; 36). PKB play a key role in
cardiac metabolism and gene expression because it mediates many of the metabolic actions
of insulin and various signaling events; protein synthesis, carbohydrate metabolism, cell
cycle, transcription and apoptosis. Transgenic studies have shown that mice lacking PKB
expression displayed many features of type 2 diabetes observed in humans, namely
hyperglycemia, hyperinsulinemia, and insulin resistance (9; 30). The elevated insulin
content in the early setting of fype 2 diabetes may not protect the heart, because cardiac
insulin resistance is also a characteristic of #ype 2 diabetes. Insulin has been shown to
protects cardiomyocytes from apoptosis through the phosphatidylinositol 3-kinase (PI3-K

pathway) (1). PKB is also a direct downstream effector of PI3-kinase (for review see
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(25)). PKB is biologically active following the dual phosphorylation of the threonine®®®
and the serine*” residue, both of which are critical to achieve a high level of PKB activity
(2). PKB mediates phosphorylation and the following deactivation of GSK-3, a
ubiquitously expressed serine/threonine kinase with two related isoforms, GSK-3a and
GSK-3p, which are activated by insulin (11; 53). Decreased activity of GSK-3 promotes
cardiac hypertrophy and glycogen synthesis (11; 19), whereas increased activity is pro-

apoptotic and suppresses cardiac hypertrophy in vivo (3; 41).

To date, few studies have looked at cardiac insulin signaling and apoptosis in
genetic animal models of nype 2 diabetes in vivo. In order to investigate this, we chose an
insulin-resistant animal model, the Zucker Diabetic Fatty (ZDF) rat, which genetically
manifests numerous characteristics of fype 2 diabetes similar to those observed in humans
(10). In the ZDF rat, the early progression of the disease is associated with progressive
hyperglycemia and elevated plasma insulin levels. We hypothesize that the PKB and GSK-
30 and GSK-3p phosphorylation and the protein expression of two of the best-known
proteins involved in the early steps of apoptosis, Bax and Bcl-2 are impair in the ZDF

heart.
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Methods

Experimental procedures

All protocols were approved by the Animal Care Committee of University of
Quebec in Trois-Riviéres and followed the “Principles of Laboratory Animal Care” (NIH
publication 85-23, 1985). Ten male Zucker diabetic fatty (ZDF) rats and ten of their lean
wild type controls were studied. ZDF rats were obtained from Genetic Models (Gmi™,
Indianapolis, IN). Animals were 6 weeks old at reception. A standard rat diet was used and

the animals were fed ad libitum. The light/dark cycle was 12h/12h.

Glycemia was measured each week with a glucometer (Bayer, Toronto, Canada),
using blood sampled from the tail. Hyperglycemia was defined as glycemia higher than 15
mM of glucose and animals were sacrificed 6 weeks after they reached this level along with a
control animal. They were anesthetized with isoflurane (Janssen, Toronto, Canada) and
sacrificed by decapitation. Blood samples were collected from the neck into heparinized glass
test tubes for measurements of plasma glucose by enzymatic assay (Glucose oxydase kit;
Sigma, Oakville, Canada) and insulin by radioimmunoassay (Linco Research, St-Charles,
MO). The heart was rapidly excised and the atria and both ventricles were weighed and frozen
in liquid nitrogen and stored at -80°C until tissue analysis. Glycogen concentration in the left
ventricle was determined spectrophotometrically using sulfuric acids (32). Other
measurements included PKB Thr*® PKB Ser*” and GSK-3a/B phosphorylation as well as
protein expression of PKB, PCNA (prolifering cell nuclear antigen), ILK (Integrin Link

Kinase), Bax and Bcl-2.
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Homogenization and sample preparation

The left ventricle was pulverized in a mortar cooled with liquid nitrogen, and
subsequently transferred to a lysis buffer containing 150 mM NaCl, 10 mM Tris, 1 mM
EDTA, 1 mM EGTA, pH 7.4, 1% triton X-100, 0.5% Nonidet P-40, protease inhibitors (0.5
mM PMSF, 1pg/ml Aprotinin, 1pug/ml Leupeptin), phosphatase inhibitors (100 uM sodium
orthovanadate, 10 mM sodium fluoride) and re-homogenized. Lysates were subsequently
centrifuged at 12 000 g, 4°C, for 10 min to remove insoluble material. The supernatant was
removed, and protein content was determined by the Bradford protein assay (Bio-Rad

Laboratories, Hercules, CA).

Analysis of proteins by Western blotting

100-200 pg of total protein was loaded onto a 10 to 15 % acrylamide gel and
separated overnight at 4°C. The samples were simultaneously electrotransferred to
polyvinylidene difluoride membrane (Millipore) and visualized by Ponceau S staining to
confirm successful transfer and equal sample loading. Membranes were blocked with 5%
BSA (PKB and GSK-3) or 5% skim milk (Bax, Bcl-2, ILK and PCNA) in Tns-buffered
saline + Tween 20 (TBST; 50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7,4, 0,1 % Tween 20). All
washes were done in TBST. Antibodies against pPKB Thr’®, pPKB Ser*” and pGSK-
3a/B (New England Biolab), ILK (Stressgen, Victoria, BC), Bax, Bcl-2, PKB protein and
PCNA (Santa Cruz Biotech., Santa Cruz, California), were prepared at a concentration of
1:1000, except for Bax (1:200) and Bcl-2 (1:500) in either TBST plus 3 % BSA (pPKB
and pGSK-3) or 5 % skim milk (Bax, Bcl-2, ILK, PKB and PCNA). Following incubation,
the membranes were washed with TBST, subjected to the appropriate secondary antibody
(conjugated to horse radish peroxidase) for 1-2 hrs at room temperature, and the bands

subsequently detected by autoradiography with the ECL detection kit (Amersham Litd,
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Piscataway, NJ). Films were quantified using a flatbed scanner and Scion image (Scion

Corp., Frederick, MD).
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Statistics

Data are expressed as mean of the arbitrary optical density in units or percent change from
controls + SEM. Correlations were assessed by a Pearson product-moment test. Data were
analyzed by a one-way ANOVA followed by Newman Keuls post-hoc test. P<0.05 was

considered statistically significant.
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Results

Insulin, glucose and glycogen concentration

Five of the ZDF rats exhibited hyperglycemia after 3 weeks and then proceeded to
become more hyperglycemic until sacrifice 6 weeks later (14,5 weeks old). Four ZDF rats
developed hyperglycemia at a much slower rate, beginning 3 to 4 weeks later and one ZDF rat
failed to develop hyperglycemia. Consequently one animal was discarded and the other ZDF
animals were split in two distinct groups referred to as the early and late onset of
hyperglycemia (Figure 1). Control animals maintained a constant glycemia that was
significantly different from that of both ZDF groups from week 3 until sacrifice. At the time
of sacrifice, glycemia, measured by an enzymatic assay, was not significantly different
between early and late ZDF but differed from respective controls (Table 1). Plasma insulin of
ZDF groups was significantly higher compared to their respective controls (p < 0,001).
Hence, ZDF animals were all hyperinsulinemic and hyperglycemic. Moreover, plasma insulin
concentration was significantly higher and more variable in late than in early ZDF (Table 1).
The glycogen content in the left ventricle of early and late ZDF was almost three times more

elevated than in early and late controls (Table 1).

Morphologic data

Body weight of ZDF groups was higher than that of their respective lean controls.
Body weight of early ZDF rats was significantly lower (p < 0, 001) than that of late ZDF
animals, which is not surprising since the latter were 3 weeks older (Table 2). There was no
statistical difference between ZDF and their respective controls in heart weight. However,
heart weight of late controls was significantly higher than that of early controls (Table 2). Left
ventricule (L'V) of ZDF was not different than that of the lean control groups, but a trend was

noted (p = 0,07) for a higher mass in early ZDF (Table 2). HW/BW ratio was significantly
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lower for late and early ZDF compared to late and early controls, mainly due to higher body
weight (Table 2). We also observed that the atrial mass was significantly elevated in early

ZDF as compared to control.

PKB phosphorylation
Phosphorylation of PKB Thr®*® was markedly increased in early (170%) and in late

ZDF (80%) as compared to controls (Figure 2). Phosphorylation of PKB Ser*”

on the
contrary was significantly decreased (-64%) in early ZDF as compared to controls (Fig. 2)
and a similar tendency was observed in late ZDF (-32%) (Fig. 2). Total PKB protein
expression was almost identical between early ZDF and controls, but late ZDF had a

significantly lower PKB protein expression (-43%), then late controls (Fig. 2).

GSK-3 phosphorylation

Phosphorylation of GSK-3a and GSK-3f was significantly elevated by 60% and
334% respectively in the early ZDF group as compared to controls, whereas both isoforms
were similar to their respective control in ZDF late (Fig. 3). Phosphorylation of GSK-3a
and of GSK-3 were both correlated (r = 0,69 and r = 0,74; p < 0,05) with phosphorylation

of PKB Thr%.

Bax and Bcl-2 protein expression

Bax protein expression was variable but significantly enhanced by 30% (%0,11;
p<0,05) in early ZDF, whereas Bcl-2 protein expression was not significantly changed (-
23% (£0,13; p =0,08) (Fig. 6). Bcl-2/Bax ratio was significantly decreased by 46% (z0,09;

p<0,05) in early ZDF. In late ZDF, by contrast, Bax protein expression was not
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significantly enhanced 9% ( 0,09; p>0,05), Bcl-2 was enhanced by 53% (+ 0,04; p<0,05)

and the Bcl-2/Bax ratio was significantly increased by 44% (z 0,18; p<0,05).



Discussion

In this study, we observed that ZDF rats developed hyperglycemia at different time
courses, which has also been shown elsewhere in the ZDF animal (47). This discrepancy
may be due to the strain, the uptake of food and to the integrity of the pancreas. One of the
main findings is that in animals with a faster onset of hyperglycemia, the stress appears
more severe than in animals with a more delayed onset, as suggested by changes in
proteins involved in initial apoptotic signal. Myocyte apoptosis induced by high glucose
concentration have been observed in streptozotocin (STZ) rats at earlier than at later time
(14; 24). The ratio between myocardial Bcl-2 and Bax protein expression has been
proposed as an important marker for cell survival probability (39). In the early ZDF heart,
Bax protein expression was enhanced and Bcl-2 protein expression was maintained, which
decreased the Bcl-2/Bax ratio. In the present study, in contrast to early ZDF rats, Bax
protein expression was unchanged in late ZDF, Bcl-2 was enhanced, and the Bcl-2/Bax
ratio was maintained. Hence, it is possible that a more gradual increase in glycemia, as
seen in the late ZDF, allowed for a response to the increase in Bax protein by an increased
expression of Bcl-2 protein, to counteract an apoptotic stimulus in the heart. PKB activity
in the ZDF animals of the present study was probably compromised, because PKB is
normally biologically active following the dual phosphorylation of the threonine*®® and the
serine*” residue, both of which are critical to achieve a high level of activity (2). This
could be deleterious to the ZDF heart because PKB seem to play a key role in cardiac
metabolism, protein synthesis, cell cycle and apoptosis. However, this should be
interpreted with caution as it has been shown that PKB phosphorylation and activity are

not necessarily matched, in insulin stimulated muscle (50).
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We observed that PKB Thr'®® was highly phosphorylated and Ser*” was less
phosphorylated in early ZDF. A similar finding of uncoupling of PKB phosphorylation on
Thr*® and Ser*™ has been reported in streptozocin-treated (STZ) rat hearts (29) and PKB
deactivation has been observed in the myocardium of obese non-diabetic Zucker rat (21),

but this had never been investigated in the myocardium of an animal model of fpe 2

473

diabetes. The reduced phosphorylation of Ser”™ could be an early signaling defect in fype 2

diabetes. Indeed, we have shown that in older ZDF rats, with more severe sign of diabetes,
both PKB residues are dephosphorylate (in press (28)). The independent regulation of PKB

residues could be the result of various stimuli and signaling mechanisms (33; 43; 45).

473

Hyperglycemia could be an important mechanism by which PKB Ser'”™ is less

473

phosphorylated and independently regulated, because PKB Ser"” phosphorylation is

reduced in skeletal muscles incubated in a medium containing a high glucose concentration
(25 mM) (37), similar to that measured in ZDF rats in this study. The opposite is also true,

473

hypoglycemia increased PKB Ser” "~ phosphorylation in brain cortex (40) and normalized

glucose restored insulin-stimulated PKB kinase activity (27; 38). In this study, we also
observed a small but significant inverse correlation between glycemia and PKB Ser*”
phosphorylation (r = -0.5, p < 0.05). Moreover, the level of hyperglycemia in the late ZDF
was lower over the time course of this study (figure 1) and this could explain why the basal
PKB Ser*” phosphorylation was higher. Interestingly, Laviola and al.(29) observed in STZ
rat heart that insulin infusion restored PKB Ser’”, whereas in this study PKB Ser*” was
less phosphorylated in the presence of hyperinsulinemia. Hence, an upstream signaling

defect or an inhibitory mechanism may have overridden the effect of insulin on PKB Ser*’

in the myocardium of early ZDF. Moreover, PKB Ser*”

phosphorylation was probably
also impair in the late ZDF, because plasma insulin level was significantly more elevated

than in the early ZDF and all controls.
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Glycogen content was highly elevated in ZDF rats and PKB activation has been
shown to be negatively regulated by elevated muscle glycogen content in skeletal muscle
(13; 26; 36). An interesting concept would be that PKB may act as a metabolic switch to
prevent over-accumnulation of glycogen into the diabetic myocardium by reducing glucose
transport. Large increases in muscle glycogen are generally associated with development
of insulin resistance (23; 26) and it is also well known that the diabetic heart accumulates
exaggerated amounts of glycogen (8). There is strong support for PKB participation in the
stimulation of GLUT 4 translocation in muscie cells, for instance when PKB was mutated
and inactivated, insulin could not stimulate GLUT 4 translocation in vitro (51). Targeted
disruption of GLUT 4 in muscle selectively causes insulin resistance (54). Myocardial
GLUT4 protein expression is decreased in the ZDF (47) and PKB activation and GLUT4
recruitment are altered in the heart of Zucker rats (22). The increase in heart glycogen
content despite a reduced action of cardiac GLUT4 protein could be explained by the mass

action effect of hyperglycemia to increase GLUT1 mediated glucose uptake (49).

Hyperinsulinemia did not induce cardiac hypertrophy, despite the fact that the
myocardium is heavier in normal rats with hyperinsulinemia (20). The ZDF rat has been
characterized by a marked hypertrophy of single cardiomyocytes without a significant
increase in total heart weight, but treatment with insulin led to a significant increase in
heart weight and body weight (16). The lowest PKB Ser*”® phosphorylation in early ZDF
and the reduced PKB protein expression in late ZDF, might have otherwise weakened the
stimulus for heart growth, by reducing PKB activation of mTOR/FRAP or effectors of
mTOR/FRAP, namely 4E-BP1 and p7OSGK (46). Normally, insulin promotes PKB/GSK-3
phosphorylation and protein synthesis, and inhibits protein degradation (18; 35; 52). It has

been demonstrated that phosphorylation and inactivation of GSK-3 is essential for the
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hypertrophic response of cardiomyocytes in vitfro and in vivo (19). We did not observe
cardiac hypertrophy despite an increase in GSK-3 phosphorylation in the early ZDF. GSK-
3 phosphorylation has been previously shown to be reduced in STZ diabetic heart
following insulin stimulation (29), but heart weight was not measured and this animal
model of fype I diabetes is difficult to compare to the ZDF rat model of fype 2 diabetes.
Additionally, the ratio of HW/BW was significantly reduced in both ZDF groups, a
situation in accordance with other results in a similar rat model or in cardiac insulin
receptor-knockout mouse (4; 22; 44; 47), but not in STZ-induced diabetes (42) and Otsuka
long-Evans Tokushima Fatty rats (34). The lower HW/BW ratio in ZDF rats was probably
due to the obese state, but normally, heart size is increased in overweight subjects and
during normal postnatal development there is a linear relationship between the increase in
body weight and heart weight (12). Hence, insulin signaling could have been disturbed in
the early ZDF heart and the decrease in PKB phosphorylation could have blunted the
signal require for increasing heart mass, despite an increase in GSK-3 phosphorylation.
Laviola and al. (29) reported a similar observation in STZ rat heart, where PKB
phosphorylation on Thr’®® increased five folds and the increased activity of proximal-
signaling proteins, IRS-2 and PI 3-kinase was not propagated distally to GSK-3.
Additionally, we observed that both GSK-3 isoforms were not significantly phosphorylated
in late ZDF, despite the increase in PKB Thr’®® phosphorylation and hyperinsulinemia

suggesting that the signal was not propagated to GSK-3.

In conclusion, we investigated the status of several important molecules related to
insulin signaling and cell survival in the heart of ZDF rats in vivo. We found that in
animals with a rapid, rather then a more delayed onset of hyperglycemia, a strong PKB

Thr'® and GSK-30/B phosphorylation along with a decrease in PKB Ser®”
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phosphorylation and a pro-apoptotic state were present. Animals with a more delayed onset
of hyperglycemia had altered protein expression of PKB. Moreover, a more delayed onset
may have protected against apoptosis by allowing for a normal Bcl-2/Bax ratio by a
mechanism that increased the protein expression of Bcl-2. We also observed that the heart
did not grow in parallel with the body in spite of elevated plasma insulin content and high

PKB Thr*®® and GSK-3 phosphorylation in the ZDF heart.
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Table 1

Insulin, glucose and glycogen concentration

58

Late
ZDF Control

Early

ZDF Control
Plasma glucose
(mM) 39.2+0.9* 9.04+£0.7
Plasma insulin
(ng/ml) 301+03*F 128102
Glycogen
(ng/mg tissue) 295+0.16* 1.06x0.11

40.03 £6.6% 7.08+22

486+13* 0.99%03

3.04+0.21* 0.63+0.11

* significantly different from controls . p <0.01
1 significantly different from late ZDF. p <0.01
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Table 2

Morphologic data

Early Late

ZDF Controls ZDF Controls

Body weight (g)  379+27*F  303+211  457+18* 3445+23

Heart (g) 1.15+0.10  1.05+0.05f 127+0.04 129+0.21

HW/BW (mg/g)  3.05+003* 347+001 279+ 0.08*% 3.70 +0.45

LV (g 0884006  076+0.05t 093+0.03 0.95+0.17
LV/BW (mg/g) 232+019  252+015 205+0.12% 2.76+0.35
Atria (mg) 56+ 4% 41+ 4% 68 +1 65+18

* significantly different from respective controls, p <0.05
T significantly different from late controls, p < 0.05
¥ significantly different from late ZDF, p <0.05
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Figure legends

Fig 1:

Fig 2:

Fig 3:

Fig 4:

Glucose concentration over weeks in early and late ZDF and respective control (Ctl). *

p <0.05 ZDF early vs ZDF late. (n = 4-5/group). Results are average = SEM.

Effect of diabetes on PKB phosphorylation in ZDF and respective controls (Cﬂ). A:
Western blots of PKB Thr’® and Ser*” phosphorylation and PKB total protein
expression. B: Each bar represents the mean + SEM fold increase from control levels

(n=4-5/group). * p< 0.05 ZDF vs controls.

Effect of diabetes on GSK-3a/p phosphorylation in ZDF rats and respective controls
(Ctl). A: Western blots of GSK-3 a and B isoforms in ZDF early/late and respective
controls rats. B : Each bar represents mean average + SEM arbitrary scanning units (n

= 4-5/group).* p < 0.05 between ZDF vs controls.

Effect of diabetes on Bax and Bcl-2 protein expression in ZDF and respective controls
(Ctl). A: Western blots of Bax and Bcl-2 expression between ZDF and respective
controls. B: Each bar represents mean + SEM arbitrary scanning units (n = 4-

5/group).* p < 0.05 ZDF vs controls.
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Figure 2
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Figure 3
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Sommaire traduit

La maladaptation cardiaque est un effet sévére du diabéte de fpe 2. Le
recrutement de la voie signalétique de la protéine kinase B (PKB) et de la glycogéne
synthase kinase-3 (GSK-3) sont des événements essentiels de I’homéostasie du glucose,
mais cette régulation est peu documenté dans le cceur diabétique. Ainsi, la présente étude
prévoit tester I’hypothése que la régulation de la voie PKB/GSK-3 est altérée dans le
myocarde de rat Zucker diabetic fatty (ZDF) sévérement atteint du diabéte de #ype 2. De
plus, 1l a déja été démontré que I’exercice améliorait 1’homéostasie du glucose. Ainsi,
’effet d’un programme d’entrainement a la nage sur la régulation de PKB/GSK-3 dans le
ceeur diabétique a donc été examiné. Chez le rat sédentaire ZDF, la glycémie et le
contenu en glycogéne étaient élevés en comparaison aux rats contrdles. Un entrainement
a la nage de 13 semaines a significativement amélioré I’insulinémie et réduit la glycémie
et le contenu en glycogene, en plus de normaliser la phosphorylation des résidus
Serine*’® et Threonine®® de PKB et de GSK-3a chez le rat ZDF. En conclusion,
I’hyperglycémie et 1’augmentation du contenu en glycogéne chez le rat ZDF étaient
associés a des altérations au niveau de la phosphorylation de la voie signalétique de
PKB/GSK-3. Ces anormalitées chez le rat ZDF ont été partiellement normalisées par un
entrainement a la nage. Ces données supportent la prémisse que 1’entrainement physique

pourrait protéger le cceur contre les effets néfastes du diabéte de fype 2.
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Summary

Cardiac dysfunction is a severe secondary effect of fype 2 diabetes. Recruitment
of the protein kinase B /glycogen synthase kinase-3 pathway represents an integral event
in glucose homeostasis, albeit its regulation in the diabetic heart remains undefined.
Thus, the following study tested the hypothesis that the regulation of protein kinase B /
glycogen synthase kinase-3 was altered in the myocardium of the Zucker diabetic fatty
rat. Second, exercise has been shown to improve glucose homeostasis, and in this regard
the effect of swimming training on the regulation of protein kinase B / glycogen synthase
kinase-3 in the diabetic rat heart was examined. In the sedentary Zucker diabetic fatty
rats, glucose levels were elevated, and cardiac glycogen content increased, as compared
to wild type. A 13-week swimming regimen significantly reduced plasma glucose levels
and cardiac glycogen content, and partially normalized protein kinase B -Serine*’,
protein kinase B -Threonine®®, and glycogen synthase kinase-3a phosphorylation in
Zucker diabetic fatty rats. In conclusion, hyperglycemia and increased cardiac glycogen
content in the Zucker diabetic fatty rats were associated with dysregulation of protein
kinase B / glycogen synthase kinase-3 phosphorylation. These anomalies in the Zucker
diabetic fatty rat were partially normalized with swimming. These data support the
premise that exercise training may protect the heart against the deleterious consequences

of diabetes.



Introduction

Type 2 diabetes is a prevalent cause of morbidity and mortality, mainly due to
cardiovascular complications '****. The underlying events remain unclear, but a
decrease of myocardial glucose oxidation represents an early pathophysiological event
and occurs prior to both contractile and pathological changes '. The serine/threonine
protein kinase B (PKB) is an intracellular signalling enzyme activated following
insulin binding to its cognate receptor, and implicated in glucose homeostasis **. The
latter was confirmed in transgenic studies, as mice lacking PKBP expression
displayed many features of fype 2 diabetes observed in humans, including
hyperglycemia, insulinemia, and hepatic insulin resistance . PKB is biologically
active following the dual phosphorylation of the threonine®® residue in the kinase

domain and the serine®’

3 residue in the hydrophobic C-terminal regulatory domain 2,
The mechanisms behind this dual phosphorylation remain unclear. Phosphorylation
can be induced by IGF-1 or insulin, through activation of the phosphatidylinositol 3-
kinase (PI3-K) pathway >. Phosphorylation of threonine®® can then be mediated by 3-
phosphoinositide-dependant kinase 1 (PDK-1). Regulation of the phosphorylation of
the serine*’ residue is less understood. It could involve various signalling events
including the putative kinase PDK-2, that could be modulated by exercise or by many
molecules such as ceramides or ILK ***°'. A putative physiological substrate of
PKB is glycogen synthase kinase-3 (GSK-3), a ubiquitously expressed
serine/threonine kinase with two related isoforms, GSK-3a (serine*') and GSK-3p

(serine’) *°. PKB-mediated phosphorylation of GSK-3 leads to inactivation of the

enzyme, thereby maintaining glycogen synthase in a dephosphorylated active state,
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leading to glycogen synthesis ''. It has been documented that diabetic rat hearts
accumulate glycogen, and that high glycogen content diminished the physiological
action of insulin >'*%,

Although the mechanism(s) contributing to impaired myocardial glucose
homeostasis in the setting of diabetes remain undefined, dysregulation of PKB and
GSK-3 may represent a salient pathophysiological event. In this regard, the following
study tested the hypothesis that phosphorylation of the PKB/GSK-3 pathway was
impaired in the myocardium of the Zucker diabetic fatty rat (ZDF), an insulin-resistant
animal model that genetically manifests characteristics of #pe 2 diabetes observed in

8

humans and significant alterations in oxidative and non-oxidative cardiac

carbohydrate metabolism *. Second, exercise training was shown to reduce the risk of
heart disease and improve diabetic-mediated cardiovascular abnormalities '72%%*
Moreover, in insulin-resistant human subjects and in the obese Zucker non-diabetic
rat, exercise normalised the action of insulin and enhanced glycogen synthesis '®*,
Based on these observations, a second series of experiments were performed to test

the hypothesis that swimming exercise can ameliorate the regulation of PKB/GSK-3

in the myocardium of ZDF rats.

Materials and Methods

All protocols were approved by the Animal Care Committee of University of
Quebec in Trois-Riviéres and followed the “Principles of Laboratory Animal Care”
(NIH publication 85-23, 1985). Nine week-old obese male ZDF (ZDF/Gmi fa/fa) and

weight matched non-diabetic litter mates (ZDF/Gmi +/fa) were obtained from Genetic
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Models (Gmi™, Indianapolis, IN, USA). To develop severe obesity this model uses
the Purina 5008 diet. It was not used in the present study in order to weight-match the
animals and to avoid excessive buoyancy that could have decreased the training
stimulus. Instead a standard rat diet was used; and the animals were fed ad libitum.
The 16 ZDF rats were randomly divided into two groups; ZDF exercise (ZDF Exe,
n=8), ZDF sedentary (ZDF Sed, n=8), as were the WT; wild type exercise (WT Exe,

n=8) and wild type sedentary (WT Sed, n=8). The light/dark cycle was 12h/12h.

Exercise-training regimen. Rats initially swam 15 min/day (five days/week) in a
temperature controlled bath set at 36°C, and duration was gradually increased by 15

min/week until a regimen of 150 min/day was achieved. Training lasted for 13 weeks.

Experimental procedures. Blood glucose was measured each week with a glucometer
(Elite XL, Bayer, Toronto, Ont, Canada), using blood taken from the tail. Hyperglycemia
was defined as a blood glucose level >15 mM. Once hyperglycemia was established, rats
immediately began the training regimen. Forty-eight hours after the last training period,
rats were anesthetized with isoflurane (Janssen, Toronto, Ont, Canada) and sacrificed by
decapitation. All experiments were performed in the morning. Blood samples were
collected from the neck into heparinized glass test tubes for plasma glucose (Glucose
oxydase kit; Sigma, Oakville, Ont, Canada) and insulin measurements by
radioimmunoassay (Linco Research, St-Charles, MO, USA). After blood sampling, the
heart and muscles were rapidly excised. The heart was separated into atria, left and right
ventricles. All tissues were weighed, frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C until

tissue analysis.
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Tissue homogenization and sample preparation. The left ventricle and the rectus
femoris were pulverized in a mortar cooled with liquid nitrogen, and subsequently
transferred to a lysis buffer containing 150 mM NaCl, 10 mM Tris, 1 mM EDTA, 1 mM
EGTA, pH 7.4, 1% triton X-100, 0.5% Nonidet P-40 protease inhibitors (0.5 mM PMSF,
lpg/ml Aprotinin, 1pg/ml Leupeptin), phosphatase inhibitors (100 pM sodium
orthovanadate, 10 mM sodium fluoride) and homogenized. Lysates were subsequently
centrifuged at 12 000 g, 4°C, for 10 min to remove insoluble material. The supernatant

was removed, and protein content was determined by the Bradford protein assay (Bio-

Rad Laboratories, Hercules, CA, USA).

Western Blot Analysis. Left ventricular lysate (100-200 pg) was subjected to
SDS-polyacrylamide gel (10%) electrophoresis, and subsequently transferred to Hybond-
C membrane (Amersham Limited, Piscataway, NJ, USA). Equal loading of the samples
was confirmed by Ponceau S staining. Membranes were blocked with either 5% BSA or
5% skim milk in Tris-buffered saline + Tween 20 (TBST; 10 mM Tris, 150 mM NaCl,
pH 7.4, 0,1 % Tween 20) (v/v) for 90 min at room temperature prior to the addition of
the primary antibody. Antibodies directed against PKB protein (Santa Cruz
Biotechnology, Santa-Cruz, CA, USA), PKB Thr'®, PKB Ser'”’, GSK-3B protein,
phospho-GSK-3a/B (Cell signaling; Beverly, MA, USA) and HSP-72 (Stressgen;
Victoria, BC, Canada) were prepared at a concentration of 1:1000 (PKB and GSK-3) or
1:20 000 (HSP-72) in either TBST+5 % BSA (PKB and GSK-3) or TBST+5 % skim
milk (HSP-72), and incubated for 18 hrs at 4°C. Following incubation, the membranes

were washed with TBST, subjected to the appropriate secondary antibody (conjugated to
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horse radish peroxidase) for 1-2 hrs at room temperature, and the bands subsequently
detected by autoradiography utilizing the ECL detection kit (Amersham Limited,
Piscataway, NJ, USA). Films were quantified using a flatbed scanner and Scion image

(Scion Corporation, Frederick, MD, USA).

Glycogen content and phosphofructokinase activity. Glycogen concentration in the left
ventricle was determined spectrophotometrically using sulfuric acids as described by Lo
and al. *°. Cardiac homogenates for phosphofructokinase (PFK) activity were prepared in
100 mM potassium phosphate buffer, pH 8.2, containing 10 mM glutathione, 0,5 mM
ATP, 5 mM MgCl,, and 30 mM NaF. PFK activity was measured spectrophotometrically

at 30°C using a coupling system as described by Mansour and al. **.

Statistics. Data are expressed as units or percent change + SEM. Sedentary ZDF were
compared to sedentary WT, whereas the effect of swimming in either the WT or ZDF rat
was calculated as fold-increase versus its appropriate sedentary control. Data were
analyzed by a two-way ANOVA followed by Newman Keuls post-hoc test. P<0.05 was

considered statistically significant.



Results

Morphologic data, plasma glucose, insulin levels and glycogen content of the
sedentary ZDF rat. Body weight, heart weight and HW/BW ratio were similar
between WT and ZDF sedentary groups (Table 1). ZDF rats were hyperglycaemic at
12 weeks of age and plasma glucose levels progressively rose, whereas they remained
normal in the WT sedentary rats throughout the study (Table 2 & Figure 1). At the
time of sacrifice, plasma insulin levels were similar in the ZDF rat and WT sedentary
rats (Table 2). Left ventricular glycogen content was significantly elevated by 63% in

the left ventricle of the sedentary ZDF rats, as compared to the WT rat (Table 2).

Effect of exercise on morphologic data, glycemia, insulin levels and glycogen
content in the WT and ZDF rat. Exercise trained wild type animals showed a
significantly lower body weight, causing an increase in heart weight/body weight
(HW/BW) ratio (Table 1). By contrast, swimming had no effect on body weight and
HW/BW in the ZDF rat (Table 1). Glycogen content was lower in both the WT (-
33%) and the ZDF exercise (-20%) rats (Table 2). Plasma glucose levels in the ZDF
rat were significantly lower in the exercise group, by 12 + 2% (Table 2 & Figure 2).
There was a tendency for a decrease in plasma insulin levels in the exercised WT rat
as compared to sedentary WT, but this did not reach statistical significance (Table 2).
By contrast, exercise increased plasma insulin levels in the ZDF rat by 70 + 28%

(Table 2).
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Regulation of PKB and GSK phosphorylation in the left ventricle of the sedentary
ZDF rat. In the left ventricle of sedentary ZDF rats, a decreased phosphorylation state
of PKB Thr'® (-67%; p<0.001) and PKB Ser*” (-63%; p<0.0001) residues was
observed, as compared to WT rats (Figure 2). However, total PKB protein content was
similar in ZDF and WT rats (Figure 2). GSK-30. Ser*' phosphorylation was
significantly reduced (-64%; p<0.01) in the ZDF rat, as compared to WT (Figure 3).
By contrast, the phosphorylation state of GSK-3p Ser’ was only modestly reduced in
the ZDF rat. However, total GSK-3 protein content was similar in ZDF and WT rats

(Figure 3).

Effect of exercise on regulation of PKB and GSK-3 phosphorylation in the left
ventricle of WT and ZDF rats. In the WT rat, exercise was associated with a disparate
pattern of PKB regulation, as PKB Thr’® phosphorylation was significantly decreased
(-41%; p<0.01), whereas PKB Ser*’* phosphorylation was unaffected, as compared to
sedentary WT rats (Figure 2). Interestingly, GSK-3a Ser’' phosphorylation was
unaffected in the WT rats following swimming, whereas GSK-3p Ser’
phosphorylation was significantly enhanced (68%; p < 0.05), as compared to
sedentary WT (Figure 3). In the ZDF rats, the decreased PKB Ser*”® phosphorylation
of the sedentary animals was partially reversed following 13 weeks of swimming
(Figure 2). Exercise training reduced glycogen content in both exercise groups, and a
significant negative correlation was observed between glycogen content and PKB
Ser*’ in all groups (r = -0.65; P < 0.05). Interestingly, PKB Thr’*® phosphorylation of

the exercised ZDF rat was also significantly increased, as compared to sedentary ZDF,
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and the level of phosphorylation was equivalent to that observed in the exercised WT
rat (Figure 2). The significant reduction in GSK-30. Ser?! phosphorylation in exercise
ZDF was partially normalized. The modest reduction of GSK-3p Ser’ phosphorylation

in the sedentary ZDF rat was normalized by exercise (Figure 3).

Regulation of PKB in the skeletal muscle of the sedentary ZDF rat. In the rectus
femoris of sedentary and exercise ZDF rats, the phosphorylation state of PKB Ser*”?
increased by 111% and 136% respectively, as compared to WT rats (Figure 4).
Interestingly, the latter increase was associated with a 54% mean decrease in PKB

total protein expression. PKB protein expression and phosphorylation was unaffected

following swimming in the rectus femoris.

Regulation of heat shock protein 72 (HSP-72) and PFK in sedentary ZDF. HSP-72
protein expression, as well as PFK activity (Table 2), were not different in the LV of

sedentary ZDF and WT.

Regulation of heat shock protein 72 (HSP-72) and PFK in exercised WT and ZDF
rats. HSP-72 protein expression in the left ventricle was increased by 51 and 82 %
respectively in ZDF and WT rats in response to swimming (p < 0,001). Cardiac PFK
activity was increased in the heart of exercise WT, as compared to sedentary WT rats.

By contrast, swimming had no effect on cardiac PFK activity in the ZDF rat (Table 2).
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Discussion

Abnormal myocardial glucose homeostasis represents an early
pathophysiological event in diabetes and occurs prior to both contractile and
pathological changes '. The insulin-resistant ZDF rat manifests numerous significant
alterations in oxidative and non-oxidative cardiac carbohydrate metabolism *. The
early progression of the disease in the ZDF rat is associated with elevated plasma
insulin levels. During the latter stages of the disease, pancreatic beta cells do not
respond to elevated plasma glucose leading to a reduction of insulin secretion and
subsequent plasma levels °. In the present study, elevated plasma glucose in the ZDF
rat was accompanied by a modest elevation of plasma insulin levels, as compared to
WT, thereby supporting the premise that pancreatic beta cell production of insulin was
impaired at the time of sacrifice.

PKB activation by insulin via a PI3-K-dependent pathway requires the dual

phosphorylation of the threonine’® and serine*”

residues, which are critical to
achieve a high level of PKB activity 2. The role of PKB in glucose homeostasis
includes the inactivation of glycogen synthase kinase-3 ''. The phosphorylation level
of both residues of PKB in the left ventricle of sedentary ZDF rats was significantly
decreased, without a change in total PKB protein content. Consistent with these data,
reduced PKB activity and/or phosphorylation was observed in the myocardium and
skeletal muscle of various other diabetic rat models and patients with fype 2 diabetes
16.19.22.23.2750 It should however be mentioned that other studies have shown no
reduced PKB activity/phosphorylation in muscles of patients with fype 2 diabetes 2'.

473

Interestingly, we observed an increase in PKB serine’ "~ phosphorylation in the rectus
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femoris muscles of the ZDF animals, accompanied by a decrease in total PKB protein.
It could be speculated that these observations are interrelated, representing a
compensatory mechanism for the decreased protein expression. In the present study,
these changes occurred despite a similar plasma insulin concentration in the ZDF and
control animals, suggesting an alteration in insulin reactivity or in the signaling
pathway prior to PKB. Thus, compromised PKB regulation in the myocardium and
skeletal muscle of the ZDF rat may in part contribute to abnormal glucose
homeostasis.

Glycogen synthase kinase-3 (GSK-3) is a serine/threonine kinase consisting of
two isoforms (GSK-3a, and GSK-3B), and phosphorylated following exposure to
insulin ''. Phosphorylation of GSK-3 is facilitated by PKB, resulting in inactivation of
the enzyme, and a subsequent increase in glycogen synthesis via increase activity of

" In the streptozotocin (STZ) diabetic rat heart,

the enzyme glycogen synthase
insulin stimulation of endogenous GSK-3 phosphorylation via PKB is impaired *'.
Consistent with the decreased PKB phosphorylation reported in the present study,
GSK-30/B phosphorylation was reduced in the myocardium of the ZDF rats, as
compared to WT rats, thereby suggesting increased enzymatic activity. This latter
finding would appear to be inconsistent with the elevated glycogen content in the left
ventricle of the sedentary ZDF rat. Indeed, increased GSK-3 activity would promote
glycogen synthase phosphorylation, thereby decreasing enzyme activity and
subsequent glycogen synthesis ''. It is well known that diabetes provokes an increase

in heart glycogen content, despite a decline in the amount of active glycogen synthase

present *°. High cardiac concentrations of glycogen alone can result in inactivation of
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glycogen synthase “®. In the myocyte, an inverse relationship has been shown between
glycogen concentration and the percentage of glycogen synthase in the active form '®.
It is possible that high glycogen content may act as a regulator of GSK-3, to limit
further accumulation. We observed a significant negative correlation between
glycogen and both GSK-3 residues phosphorylation (r =-0,57; P < 0,05).

In the WT rat, a 13-week swimming regimen significantly decreased body
weight, plasma glucose levels remained normal, and a modest decrease in plasma
insulin concentration was observed. By contrast, body weight remained unchanged,
plasma glucose levels were significantly decreased, and plasma insulin concentration
increased in the exercised ZDF rat, as compared to sedentary ZDF. These data
indicate that swimming improved plasma glucose levels in the ZDF rat. The increased
concentration of plasma insulin is consistent with previous reports highlighting a
similar observation with physical training in human and rat models of fype 2 diabetes
2452 Whether the increase in plasma insulin concentration was associated with the
improved PKB/GSK-3 phosphorylation in the myocardium of the exercised ZDF rat
remains undefined.

In skeletal muscle, it has previously been shown that decreased PKB Ser*”’
phosphorylation was partially restored following chronic exercise combined with
troglitazone, an insulin sensitizer that activates the peroxisome proliferator receptor-y,
in the non-diabetic Zucker rat '°. Similarly, Luciano and al. ** observed that 6 weeks

of swimming training increased PKB Ser*”’

phosphorylation and GLUT-4 expression
in rat skeletal muscles following insulin infusion. Based on these observations, the

present study examined whether a swimming regimen for the ZDF rat would improve
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the status of PKB phosphorylation in the heart. Indeed, exercise significantly
increased PKB serine*” and threonine®®® phosphorylation in the ZDF rat. This novel
finding was associated with increased insulinemia, decreased glycemia and glycogen
content. One possible explanation for the improved phosphorylation level of PKB in
the myocardium of the ZDF rat, might be a mechanism related to glycemia. Chronic
hyperglycemia reduces the efficiency of the activation step from PI3-kinase to PKB *!
and normalized glycemia has been shown to bring the phosphorylation and activity of
PKB to normal level **, a finding similar to the effect of exercise in this study. In the
WT rats, swimming did not alter PKB serine’”® phosphorylation, but unexpectedly
reduced threonine®® phosphorylation. A disparate pattem of PKB residue
phosphorylation has been previously observed in ceramide-treated TF-1 cells, as
threonine®® phosphorylation was decreased, whereas the phosphorylation state of

serine*’>

remained unchanged *'. The PKB activity in the exercised WT rat may thus
be diminished, but probably not to the same extent as in the sedentary ZDF rat, where
the phosphorylation level of both residues of PKB was markedly reduced. Exercise
training might have contributed to maintain glucose homeostasis despite reduced PKB
Thr’® by a mechanism involving increased contractile activity. Contractile activity
increases plasma membrane glucose transporters even in the absence of insulin .
Hence, PKB activity via the usual insulin-signaling pathway (PI3-K) might be not
fully required for glucose homeostasis. Markuns and al. ** found that insulin and
exercise decrease glycogen synthase kinase-3 activity by different mechanisms and
that deactivation of GSK-3 was induced by a PKB-independent mechanism in rat

skeletal muscle. Consistent with the improved phosphorylation state of PKB in the

ZDF rat following exercise, the decreased phosphorylation of GSK-3a Ser’' and
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GSK-3B Ser’ residues were partially reversed with swimming. Thus swimming
training in the diabetic ZDF rat ameliorated the phosphorylation status of the
PKB/GSK-3 pathway which may in part improve glucose homeostatsis in the
myocardium.

PFK is an enzyme associated with the rate of glycolytic flux, which can be up-
regulated with exercise training *°. We investigated PFK activity to verify the effect of
the training protocol. PFK activity in the myocardium of WT and ZDF sedentary rats
was similar. However, its activity increased only in the exercised WT rats. The
absence of increased PFK activity in the exercised ZDF rat may in part be related to a
variety of factors such as the presence of fype 2 diabetes or a different body
composition, which could have influenced exercise intensity. We have also measured
HSP-72, to evaluate the effect of training in the heart. Although it is not a classical
training index, it has been reported that HSP-72 increased in the heart with exercise

31,40

training HSP-72 was increased in ZDF as well as in WT animals. Exercise

training may thus have protected the myocardium of both exercise groups by means of
enhanced HSP-72 expression. To our knowledge, it is not clear whether HSP-72
expression is modified in the diabetic heart. However, studies have shown that heat

shock protein mRNA content is reduced in muscle from fype 2 diabetic patients and

2

correlates with insulin resistance 2°. Enhanced HSP-72 expression could improve

20

. .47 . . . .
recovery of myocardial mechanic *’ after ischemia *%, reduce infarct size *° and

decrease myocardial apoptosis *7*.

As mentioned previously, hearts of diabetic rats accumulate glycogen >®. In this

study, heart glycogen content was much elevated in sedentary ZDF compared to control
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rats, despite similar insulinemia. Exercise training of moderate intensity was shown to
reduce glycogen synthesis in fed STZ-diabetic rats recovering from prolonged exercise
', In the present study exercise training reduced heart glycogen content in exercised
ZDF. This was probably not due to the effect of the last bout of exercise, because
measurements were done forty-eight hours after the last training period. It has been
shown '© that glycogen content in hearts from control animals is reduced immediately
following exercise, but unchanged 24-h after the cessation of work when compared to the
preexercise value. Furthermore, the latter group found in the diabetic rat heart that
glycogen content, which was initially twice the normal group, was not significantly
altered after exercise. High blood glucose level per se is known to increase glucose
uptake in peripheral tissues by a mass action effect >, leading to enhanced glycogen
content. It has been suggested that exercise-induced depletion of the muscle glycogen

9 Moreover, it has been

stores secondarily improved insulin responsiveness
demonstrated that insulin signalling, including PKB activation was in part negatively
regulated by muscle glycogen content 2?8, Thus, it is possible that the elevated content

of glycogen in the myocardium of ZDF rats may have partially suppressed insulin-

dependent activation of the PKB/GSK-3 pathway.

In conclusion, the present study demonstrated a decreased phosphorylation of
PKB and GSK-3 in the myocardium of the ZDF rat. The dysregulation of PKB/GSK-3
could contribute to the reported abnormal glucose homeostasis in the myocardium of
type 2 diabetic rats. Training improved phosphorylation of both PKB residues and
partially normalized GSK-3 phosphorylation in the ZDF rat heart. In addition,

exercise training significantly reduced glycemia and heart glycogen content with a
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concomitant increase in plasma insulin levels. It is tempting to suggest that the
reduction of cardiac glycogen content in the exercised ZDF rat may have at least in

part contributed to the improved phosphorylation status of PKB.
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List of Figures

Fig 1:

Fig 2:

Fig 3:

Effect of exercise on glucose concentration over weeks. Results are average +

SEM.* p <0.05 ZDF Sed vs ZDF Exe.

Effect of diabetes and exercise on PKB phosphorylation in Wild type and ZDF
rats. A: Western blots of PKB protein expression, PKB Thr'® and Ser*"
phosphorylation site in Wild type and ZDF with or without exercise. B: Percent
change from control levels for each blot, n = 5-7/group.* p< 0.05 vs WT Sed. t p
<0.05 vs ZDF Sed. # p < 0.001 vs WT Exe. Results are average + SEM.

Effect of diabetes and exercise on GSK-3a/p phosphorylation in Wild type and
ZDF rats. A: Western blots of GSK-3p protein expression, phospho-GSK-3 a and
B isoforms in Wild type and ZDF with or without exercise. B : Percent change
from control levels for each blot, n = 5-7/group.* p < 0.01 vs WT Sed. ' p < 0.05
vs ZDF Sed. Results are average = SEM.

Fig 4: Effect of diabetes and exercise on PKB phosphorylation in the rectus femoris of

Wild type and ZDF rats. A: Western blots of PKB protein expression and Ser*”

phosphorylation in Wild type and ZDF with or without exercise. B: Percent
change from control levels for each blot, n = 5-7/group. # p< 0.05 vs WT Sed. * p
<0.001 vs WT Sed. Results are average + SEM.



95

Table 1

Morphological data at sacrifice.

WT Sed ZDF Sed WT Exe ZDF Exe

Body weight (g) 427+10  438+18  366+5tt  434+10
HW (g) 133+ 004 129+0.04 131+0.03 1.32+0.04
HW/BW (mg/g) 314006  296+0.06 3.57+0.06tt 3.05+0.08

* significantly different from WT Sed and WT Exe , p <0.001, T significantly different

from ZDF Sed, p < 0.05, 1 significantly different from all groups , p < 0.01. Results are
average + SEM.
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Table 2

Insulinemia, glycemia, cardiac glycogen concentration and PFK activity

WT Sed ZDF Sed WT Exe ZDF Exe

Plasma glucose (mM) 8.510.3 322+08* 79x04 28.4 + 0.9*t
Plasma insulin (pmol/l) 229+ 49 277+ 71 105+ 16 472 + 73*t

Cardiac PFK (umol/g/min) 13,5+ 0,6 14,8 +0,3 18,9 + 0,4t 13,6 +0,9

Cardiac glycogen
(ng/mg wet weight of LV) 1,8+0,01tt 3,040,011t 1,2+0,01ft 2,4+0,0211

* significantly different from WT Sed and WT Exe, p <0.001, 1 significantly different

from ZDF Sed, p <0.05, Tt significantly different from all groups , p < 0.01. Results are
average + SEM.
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Figure 3
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Sommaire traduit

Les effets potentiels de I’entrainement physique sur les événements signalétique
associés a I’apoptose et a la protection myocardique du cceur hypertendu demeurent peu
connus. A cet égard, des rats spontanément hypertendus (SHR) ont été entrainés 5
jours/sem sur un tapis roulant (18 m/min, 120 min/jour) entre I’age de 4 et 12 semaines,
ce qui correspond & la phase accélérée de développement de I’hypertension. L’effet de
’entrainement physique sur ’expression des protéines anti-apoptotiques telles que la
protéine kinase B (PKB) et Bcl-2, et les protéines pro-apoptotiques telles que Bax et la
glycogene synthase kinase-3 (GSK-3) a été examiné. L’activité de I’enzyme cytochrome
¢ du muscle plantaire et 1’expression de la protéine de stress HSP-72 dans le myocarde
furent augmentées suggérant un effet positif de 1’entrainement physique. Cependant,
I’entrainement n’a pas atténuée la progression de ’élévation de la pression sanguine ou
augmenter substantiellement 1’hypertrophie cardiaque. L’entrainement physique a
favorisé la phosphorylation des résidus Ser*”” and Thr’® de PKB dans le ventricule
gauche et ceci fut corrélé a I’augmentation de la phosphorylation de GSK-3 et au contenu
en glycogeéne. L’entrainement physique était associé a une augmentation de ’expression
de la sous-unité régulatrice p85a. de la protéine phosphatidylinositol 3-kinase, ce qui
pourrait avoir contribué a I’amélioration de la phosphorylation de PKB/GSK-3.
L’augmentation de I’expression de la protéine Bcl-2 dans le ventricule gauche était aussi
associée A une augmentation de I’expression de la protéine Bax. Collectivement, ces
données démontre que I’entrainement physique exerce des effets favorables sur les
adaptations cellulaires du myocarde des rats SHR, et ce, malgré une absence d’effets sur

la pression sanguine.
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Summary

Exercise training could potentially exert a protective effect on the signaling
events associated with cardiac cell apoptosis. In the setting of hypertension such a
mechanism could have important clinical implications. In this regard, spontaneously
hypertensive rats (SHR) were trained 5 days/wk on a treadmill (18 m/min for 120
min/day) between the ages of 4 and 12 wk, corresponding to the hypertensive
accelerating phase. The effect of exercise training on the expression of anti-apoptotic
proteins Bcl-2 and protein kinase B (PKB), and the apoptotic proteins Bax and glycogen
synthase kinase-3 (GSK-3) were examined. A training effect was observed as shown by
the elevated cytochrome oxidase c activity in the plantaris muscle. Training did not
however attenuate the progressive rise of blood pressure or affect cardiac hypertrophy. In
cardiac lysates isolated from left ventricles of exercised SHR, PKB phosphorylation of
both Ser*”® and Thr’® residues was significantly increased and correlated to GSK-3p3
phosphorylation. Exercise training was associated with the increased expression of the
phosphatidylinoitol 3-kinase regulatory subunit p85c,, which may have in part have
contributed to the improved status of PKB. HSP-72 and Bcl-2 protein expression was
increased in the left ventricle of exercised SHR, and associated with a concomitant
increased expression of the protein Bax. Thus the Bcl-2/Bax ratio was not changed with
exercise training, suggesting that the anti-apoptotic mechanism was effective to
compensate the increase in the expression of the pro-apoptotic protein Bax in the

myocardium of the SHR.
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Introduction

Exercise training is recognized as a useful nonpharmacological intervention to
reduce blood pressure in hypertension. Results from several studies show an average
blood pressure reduction with training of 11 mmHg, ranging from 5-25 mmHg for
systolic pressure, and of 8 mmHg, ranging from 3-15 mmHg, for diastolic pressure in
various mammalians species (for reviews see (19; 45)). Reduction of blood pressure with
exercise training is not observed in every individual with hypertension and is usually not
sufficient to render a normotensive state (19). However, other protective mechanisms
beneficial for the heart could also be associated with exercise training in hypertensive
mammalian. For example, exercise stimulates capillary growth (8) and decreased
myocardial oxygen consumption for a given workload in trained spontaneously
hypertensive rats (SHR) (15). In the SHR, exercise training also prevented the
disproportional growth of mitochondria and myofibrils that typify left ventricular
hypertrophy, by ensuring sufficient mitochondrial development (9). The latter is

important, since mitochondria is a major site for the apoptotic cascade.

Apoptosis has been suggested to play a maladaptive role in cardiac remodeling
during the accelerated phase of hypertension development and during the transition to
heart failure in the SHR (28; 29). Proteins involved in the regulation of apoptosis include
heat shock protein 72 (HSP-72) and proteins of the Bcl-2 family. Among the latter, the
anti-apoptotic Bcl-2 and the pro-apoptotic Bax are important regulators of mitochondrial

function in cardiac myocyte apoptosis of the SHR (14). HSP-72 has been shown to
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protect cardiac cells against apoptosis by preventing the nuclear accumulation of GSK-

3P and possibly, over-expression of Bax protein (5; 22; 22; 33; 44; 44).

The SHR heart is resistant to insulin (7; 39) and cardiac myocytes deprived of
glucose have been shown to activate the mitochondrial apoptotic pathway (3). It is well
known that insulin sensitivity is increased with endurance exercise training in those with
hypertension (7; 10; 11). To our knowledge, the effect of exercise training on the
phosphorylation response of two important key kinases, involved in insulin resistance
and apoptosis, the serine/threonine kinase protein kinase B (PKB) and the glycogen
synthase kinase-3 (GSK-3), in the hypertensive rat heart is unknown. In another rat
model, the sedentary Zucker diabetic fatty (ZDF) rats, phosphorylation level of both
residues of PKB and GSK-38 in the left ventricle has been shown to be significantly
decreased, with exercise training partially restoring phosphorylation (26). PKB has been
shown to inhibit the apoptotic cascade (18; 25; 25), to stimulate the uptake of glucose
and amino acids, protein synthesis and to promote the inactivation of GSK-3 (20). GSK-
3 is an important downstream target of PKB and its phosphorylation and subsequent
inactivation will promote glycogen synthesis and provides an alternative anti-apoptotic
mechanism (38; 43). GSK-3 has been also shown to be inactivated by insulin and

treadmill running in the rat skeletal muscle (31).

Because blood pressure starts to rise sharply at around 4 wk of age in SHR
animals, we hypothesized that beginning an exercise training protocol at this age should

cause marked effects on blood pressure and cardiac function, as well as on proteins
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related to insulin signaling and apoptosis. Since pro-apoptotic proteins have been
identified in the SHR model as a critical modulator of maladaptive cardiac remodeling,
the following study examined the effect of exercise training on the status of the
myocardial PKB/GSK-3 pathway, the regulation of the anti-apoptotic elements HSP-72,

BCL-2, and the apoptotic protein Bax.

Methods

Animals

All protocols were approved by the Animal Care Committee of the University of
Montreal and were in accordance with the Canadian guidelines for the use and care of
laboratory animals. Fourteen genetically spontaneously hypertensive male rats (SHR; 3
weeks of age) were separated into 2 groups; exercise (SHR Exe, n = 8) and sedentary
(SHR Sed, n = 6). The accelerated phase of hypertension in the SHR model has
previously been to occur between 4 and 9 weeks of age, with established hypertension at

13 weeks of age (13).

Exercise-training regimen. SHR were trained 5 days/wk on a treadmill for 8 weeks,
beginning at 4 weeks of age. Training speed and duration were progressively increased
until a final setting of 18 m/min, 0° slope for 120-min/day. A long duration exercise
protocol was chosen because of its potential to alter the glycogen content in the heart and
thus to affect PKB/GSK-3 phosphorylation. To take into account the stress associated
with handling and treadmill noise, the control animals were placed near the treadmill

during the exercise sessions.
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Weekly blood pressure (BP) measurement. Resting caudal artery systolic BP was
recorded weekly from week 2 to week 8 of the exercise training protocol in
unanesthetized rats, using the tailcuff method (Harvard NIBP, Holliston, MA). Three BP
tracings were recorded, averaged, and expressed as mean value. Three additional
measurements were performed 1-, 3- and 12-hours post exercise during the fifth week of

training to examine the acute effect of a training session on BP.

Measurement of left ventricular function and mean arterial pressure. Fourty eight
hours after the last training session, rats were anesthetized with ketamine-xylazine (61,6
and 7,7 mg/kg respectively) and were intubated with a rodent ventilator (Model 683;
Harvard, Holliston, MA) at a frequency of 60 breaths/min (2,5 ml /breath). Left
ventricular hemodynamics ( +dP/dt, -dP/dt, systolic and diastolic pressures) were
measured by a microtip pressure transducer catheter (model SPR-407, 2F, Millar
instrument, Houston Texas), as previously described (34). Systolic and diastolic arterial
pressures were measured in the carotid artery prior to entry into the left ventricle.
Following hemodynamic measurements, blood samples were collected, and the heart
subsequently removed and separated into the left and right ventricle. The ventricles were

weighed, frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C.

Skeletal muscle cytochrome c oxidase and cardiac glycogen content. Glycogen
concentration in the left ventricle was determined spectrophotometrically using sulfuric

acid as described by Lo and al. (30). Plantaris muscle cytochrome oxidase activity
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(pCOX) was assessed to verify the effect of training. pCOX was obtained by monitoring

the reaction kinetics spectrophotometrically as described by Smith (42).

Homogenization and sample preparation

The left ventricle was pulverized in a mortar cooled with liquid nitrogen, and
subsequently transferred to a lysis buffer containing 150 mM NaCl, 10 mM Tris, 1 mM
EDTA, 1 mM EGTA, pH 7.4, 1% triton X-100, 0.5% Nonidet P-40, protease inhibitors
(0.5 mM PMSF, 1pg/ml Aprotinin, 1pg/ml Leupeptin), phosphatase inhibitors (100 pM
sodium orthovanadate, 10 mM sodium fluoride) and re-homogenized. Lysates were
subsequently centrifuged at 12 000 g, 4°C, for 10 min to remove insoluble material. The
supernatant was removed, and protein content was determined by the Bradford protein

assay (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA).

Western blot

Left ventricular lysate (100-200 pg of protein) was loaded onto a 10% acrylamide
gel and separated overnight at 4°C. The samples were simultaneously electrotransferred
to polyvinylidene difluoride membrane (Millipore) and visualized by Ponceau S stain to
confirm successful transfer and equal sample loading. Membranes were blocked with 5%
BSA (phosphorylated PKB and GSK-3 antibodies) or 5% skim milk (HSP 72, Bax, Bcl-
2, PKB, p85a. antibodies) in Tris-buffered saline + Tween 20 (TBST; 50 mM Tris, 150
mM NaCl, pH 7,4, 0,1 % Tween 20). Al washes were done in TBST. Antibodies
employed detected either phosphorylated PKB Thr’®, PKB Ser*”? or GSK-3p (1:1000;
New England Biolabs, Beverly, MA), HSP 72 (1:15000; Stressgen, Victoria, BC), Bax

(1:200; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), Bcl-2 (1:500; Santa Cruz



114

Biotechnology), p85a (1:1000; Santa Cruz Biotechnology) or PKB protein (1:1000;
Santa Cruz Biotechnology). Following incubation, the membranes were washed with
TBST, subjected to the appropriate secondary antibody conjugated to horse radish
peroxidase (1:10,000) for 1-2 hrs at room temperature, and the bands subsequently
detected by autoradiography utilizing the ECL detection kit (Amersham Ltd, Piscataway,
NJ). Films were quantified using a flatbed scanner and Scion image (Scion Corp.,

Frederick, MD).

Statistics

All data are expressed as mean * SEM. Changes in protein expression and
phosphorylation are presented as fold increase versus sedentary SHR. Data were
analyzed by a one-way ANOVA followed by Newman Keuls post-hoc test for weekly
blood pressure measurement. Group-to-group comparison was performed by a Student’s
t test. Correlations were assessed by a Pearson product-moment test. Results were

considered significant at p < 0.05.

Results

Blood pressure and left ventricular function. Systolic and diastolic blood pressure as
measured by the tail cuff method sharply rose before week 6 (age 10 weeks) of the
training protocol and subsequently stabilized in the SHR rat. The training regimen had no
effect on the rise of blood pressure in the SHR as measured by the tail cuff method
(Figure 1). By contrast, systolic and diastolic pressures measured via the Millar catheter

in the anaesthetized rat were higher in the exercised SHR rats at the end of the training
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regimen, as compared to the sedentary SHR (Table 1). Heart rate and the maximal rates
of pressure development (+dP/dt) and relaxation (-dP/dt) were not significantly different
between sedentary and exercised SHR rats (Table 1). Despite the lack of a chronic effect
of exercise on lowering MAP in the SHR, an important acute effect was observed. Post-
exercise blood pressure, measured during the fifth week of training, was significantly

reduced at 3 and 12 hours following a single bout of treadmill running (Figure 2).

Changes in heart and plantaris muscle weights, skeletal muscle cytochrome oxidase
activity and cardiac glycogen content following exercise. The heart weight of exercised
SHR was not increased but heart weight body weight ratio (HW/BW) was significantly
higher, as compared to sedentary SHR (Table 1). Likewise, the plantaris muscle weight
of exercised SHR was not increased and the plantaris weight to body weight (P/BW)
ratio was significantly higher (Table 1). Plantaris muscle cytochrome oxidase activity
was enhanced significantly by exercise in SHR, showing an effect of training.
Myocardial glycogen was decreased by 39% in the trained animals, as compared to the

sedentary SHR (Table 1).

The effect of exercise on p85a expression, phosphorylation of protein kinase B and
glycogen synthase kinase-38 in the left ventricle of the SHR. The enzyme
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3-K) represents a putative upstream activator of PKB.
Treadmill training influenced this signaling pathway as expression of the p85a
regulatory subunit of PI3-K in the left ventricle (LV) was significantly elevated by 97%

and PKB phosphorylation of the residues Ser'’* and Thr’® was increased by 166% and
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120% respectively, as compared to the sedentary SHR (Figure 3). This effect of exercise
on phosphorylation was associated with a very small increase in total PKB protein
content (Figure 3). The phosphorylation of GSK-3B Ser’, an important downstream
target of PKB was variable and not significantly increased in the exercised SHR, as
compared to the sedentary SHR. Nevertheless, GSK-3p Ser’ phosphorylation
significantly correlated with PKB Thr’® and PKB Ser*’ phosphorylation (r=0.60 and

0.58 respectively).

The effect of exercise on Bcl-2/Bax and HSP 72 protein expression in the left ventricle
of the SHR. Bax expression increased by 91% in the trained SHR, as compared to the
sedentary SHR, while Bcl-2 protein expression was increased by 106% (Figure 5). The
Bcl-2/Bax ratio of exercised SHR was not significantly different from that of sedentary
SHR. Lastly, exercise significantly increased HSP-72 protein expression in the exercised

SHR, as compared to the sedentary control (Figure 6).
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Discussion

Because blood pressure starts to rise sharply at around 4 weeks of age in SHR
animals, we hypothesized that beginning an exercise training protocol at this age should
affect blood pressure and many proteins related to mitochondrial function and cell
survival in the heart. Moreover, we chose a long duration treadmill protocol for its
potential to strain the myocardium in an attempt to reach a higher level of adaptation and
protein expression. In the present study, a long duration training protocol starting in the
accelerated phase of hypertension development in the SHR did not decrease blood
pressure. On the contrary, it increased it further, as measured by a microtip pressure
transducer catheter under anesthesia. It is well known that endurance exercise training
decreases blood pressure in patients with hypertension (19). The blood pressure response
to exercise training reported in the literature for the SHR is however variable. These
differences between studies may be related to several factors including differences in
training intensity, duration, mode (45), stress (27) and environment (50). Several
investigators have reported in SHR a significant increase in blood pressure, or a trend
towards it, following treadmill, swimming or voluntary wheels running (16; 23; 47),
while others did not find any significant differences (8; 41). By contrast, several authors
have reported that low-intensity exercise training on a treadmill decreased systolic,
diastolic and mean arterial pressure in the SHR rat as measured by direct or indirect
methods (46; 46; 49). In comparison to the present study, the latter employed a similar
treadmill training speed, but a shorter duration of exercise. One possibility is that stress
associated with training could account for part of the increased blood pressure. It has for

instance been demonstrated that foot shock increased the reactivity of blood pressure in
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the SHR (27). However, in this study, blood pressure measured with the tail cuff method
over weeks in the SHR rats did not differ significantly between groups.. Additionally, use
of foot shock was very limited, and restricted to the first weeks of training. We cannot
exclude that anesthesia may have altered specifically the blood pressure response in
exercised SHR rats when measured directly but it would be surprising. Therefore
duration of exercise might indeed explain the blood pressure response in the present

study.

However, with the present protocol, acute beneficial effects of exercise may still
persist. Indeed, blood pressure was significantly reduced 3 and 12 hours following a
single exercise bout, suggesting that this type of exercise was an effective stimulus for

acute blood pressure reduction, despite the increase in chronic blood pressure.

Left ventricular indices of contractility were not significantly changed in the
exercised SHR, as compared to sedentary SHR. Consequently, chronic treadmill running
did not exert an effect on cardiac function in the SHR model despite evidence of
successful exercise training as indicated by increased plantaris COX activity. It has been
shown that exercise training has a plethora of favorable effects on cardiac function, on
mitochondria content and on glucose homeostasis (6; 9; 15; 15; 17). In the present study,
the phosphorylation status of PKB was improved in the exercised SHR and this may have
improved the kinase activity (1). This effect may have been attributed at least in part to
the increased protein expression of the regulatory subunit of phosphatidylinositol 3-

kinase p85a, an upstream activator of PKB. Alternatively, increased PKB
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phosphorylation could also be attributable in part to the reduced glycogen content
observed in the exercised SHR heart, as previous studies have demonstrated that high
glycogen content inhibited PKB activity (12; 24; 35). Phosphorylation of PKB residues
correlated with GSK-3p Ser’ phosphorylation, despite the fact that the latter did not
change significantly with exercise training. A disparate pattern of GSK-3 isoforms
phosphorylation has been previously demonstrated in the human vastus lateralis

following exercise (51).

Because apoptosis has been suggested to play a maladaptive role in cardiac
remodeling in the SHR during the accelerated phase of hypertension (29) and during the
transition to heart failure (28), we measured the protein expression of Bax and Bcl-2 after
exercise training. The ratio of heterodimer formation between the anti-apoptotic protein
Bcl-2 and Bax has been shown to be reduced in the myocardium of the SHR, suggesting
a greater homodimer formation of Bax leading to apoptosis (14; 37). In the present study,
exercise training did not modify the Bcl-2/Bax ratio, but surprisingly, Bax expression
was increased in the exercised SHR heart in concomitance with an increase in Bcl-2
protein expression as compared to controls. The latter may support the notion of a
compensatory mechanism dampening the formation of Bax homodimers, and allowing
maintenance of the Bcl-2/Bax ratio despite the increase in MAP. The increase in Bax
protein expression in the exercised SHR myocardium could be related to the increased
workload consequent to a chronically elevated blood pressure. Indeed it is tempting to
speculate that glycogen content was not replenished 24 hours after the last exercise bout,

since it was still significantly reduced 48 hours later. To complete 120 min of treadmill
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running with a reduced glycogen content may have been stressful for the SHR heart.
Vander Heiden and al. (48) found that glucose limitation resulted in Bax translocation. In
this study we do not know if the increase in Bax expression was associated with the
movement of Bax from the cytosol to mitochondria. Nevertheless, the overexpression of
Bcl-2 is still a protective mechanism, as it prevents Bax oligomerization in the

mitochondrial outer membrane (32) even in the absence of Bax translocation (40).

HSPs have been proposed to act against apoptosis by a mechanism independent of
Bcl-2. Hsp70 prevents stress-induced apoptosis by blocking the caspase proteolytic
cascade (44) (2). HSP-72 represents an alternative PKB-independent anti-apoptotic
pathway via the inhibition of nuclear GSK-3f accumulation (4; 22). A previous study has
demonstrated an increased mRNA expression of HSP-72 in the myocardium of
normotensive rat following exercise training (36). Consistent with that observation, HSP-
72 protein expression was increased in the exercised SHR. The underlying mechanisms
of the increased expression of HSP-72 in the exercised myocardium remain undefined.
However, this upregulation further supports the premise that training favors the

recruitment of anti-apoptotic signaling events which could improve cardiac remodeling.

Conclusion

In summary, the findings of the present study suggest that exercise training was
associated with the recruitment of multiple anti-apoptotic signaling events, including
PKB and HSP-72 in the myocardium of the SHR. Exercise training did not increase the

Bcl-2/Bax ratio, because the apoptotic protein Bax was increased in concomitance to the
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increase in Bcl-2 protein expression. The improved status of PKB phosphorylation and
Bcl-2 protein expression may have nonetheless contributed to an improvement against
pro-apoptotic stimulus in the exercised SHR. Collectively; these phenotypic changes
suggest a favorable pattern of cardiac remodeling, despite the absence of a decrease in

blood pressure progression during the accelerating phase of hypertension in the SHR.
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Fig 6 Effect of exercise on HSP-72 protein expression in sedentary (Sed; n=6) and
exercised (Exe; n=8) SHR rats. (A) Western blot of HSP-72 protein expression. (B) Fold

increase versus SHR Sed, results are average + SEM. * significantly different p < 0.001.
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Table 1

Functional and morphological data at sacrifice.

SHR Exercise SHR Sedentary
Body weight (g) 247.6£133 249.1+£6.7
HW (g) 1.0+ 0.05 0.95 £ 0.04
HW/BW (mg/g) 4.0 £0.14* 3.81 £0.17
vGlycogen (ug/mg) 44+0.6* 72+1.2
pCOX (uM/g/min) 1.9+0.2% 0.5+ 0.07
Plantaris 0.23 £ 0.02 0.21 £ 0.004
Plantaris/BW 0.91 £ 0.04* 0.84 £0.02
Heart rate (Bpm) 261 +15.8 274 +£16.0
Systolic pressure 205.9 £ 21.5* 169.3 £ 16.6
Diastolic pressure 132.1 £ 8.4* 113.4£9.1
Mean arterial pressure 156.7 + 12.6* 132.0+11.5
LVSP 178.3 £25.8 161.7 £ 18.7
+dP/dt 9224+ 1133 7839 + 1395
-dP/dt 8286 £ 1708 7505 + 1459

* Significant difference between Exercise SHR (n=8) and Sedentary SHR (n=6) p < 0.05;
Results are average + SD. HW (heart weight); HW/BW (heart weight to body weight
ratio); vGlycogen (left ventricular glycogen content); pCOX (plantaris cytochrome
oxidase activity); LVSP (left ventricular systolic pressure); +dP/dt (left ventricular index

of contractility) and -dP/dt (left ventricular index of relaxation).
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Chapitre 5

Discussion
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Discussion générale

Les trois études présentées dans cette thése avaient comme théme central la
régulation de PKB et de GSK-3 dans le myocarde de rats manifestant une résistance a
I'insuline. Un des objectifs principaux était ainsi de vérifier les effets potentiels de
I’entrainement physique sur la régulation de PKB et de GSK-3 dans le myocarde
d’animaux diabétiques ou hypertendus. Il est bien connu que I’exercice chronique
maximise I’action de I’insuline, ce qui pourrait promouvoir un phénotype cardiaque
spécifique et protecteur chez les mammiféres atteints du diabéte de fype 2 et
d’hypertension. A notre connaissance, il s’agit des premiéres études évaluant les effets de
I’entrainement physique sur la régulation des protéines cardiaques liées a la survie
cellulaire chez des mammiféres atteints de maladies chroniques reconnues pour altérer le

ceeur.

Les trois études ont été entreprises chez des modéles de rats connus pour
manifester des complications cardiaques associées soit au diabéte de type 2 (ZDF) ou a
I’hypertension (SHR). Nous avons choisi d’utiliser les rats ZDF et SHR parce qu’ils
s’apparentent assez bien a I’humain en terme de progression du diabéte de type 2 (34) et
de l’hypertension (55). Peu d’études ont été entreprises pour investiguer les
complications cardiovasculaires chez ce type de rat. Les deux premiéres études de cette
thése ont été réalisées chez le rat ZDF a différents moments de la progression de la
maladie, alors que la troisiéme 1’a été avec le modéle de rat SHR, pendant la phase

accélérée de I’augmentation de la pression sanguine.
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Homéostasie du glucose et régulation de PKB et de GSK-3 dans le myocarde
diabétique et hypertendu

Dans les deux premiéres études, nous avons démontré que la régulation de
I’enzyme PKB était altérée dans le ceur  des rats ZDF
hyperinsulinémiques/hyperglycémiques. Cela pourrait avoir un impact important sur
Iactivité maximale de ’enzyme et sur le rdle central que joue PKB sur ’homéostasie du
glucose. La réduction de I’activité et/ou de la phosphorylation de PKB a déja été
observée dans le cceur et les muscles squelettiques de plusieurs autres modéles de rats
insulino-résistant et patients atteints du diabéte de type 2 (85; 92; 108; 109; 112; 165),
mais pas chez le rat ZDF. Nous avons aussi observé, dans la premiére étude, que lorsque
les animaux développaient 1’hyperglycémie rapidement, plutdt que tardivement, cette
situation était caractérisée par une augmentation marquée de la phosphorylation du résidu
Thr'® de PKB en concomitance avec une déphosphorylation du résidu Ser*” dans le
ventricule gauche. Cette dissociation de la phosphorylation des deux résidus de PKB en
réduirait I’activité (107). Une régulation similaire de PKB a déja été rapportée dans des
ceeurs de rat traité a la STZ (112). Les auteurs de cette derniére étude observent que la
réduction de la phosphorylation du résidu Ser'’” de PKB était associée a une
concentration en insuline qui avait tendance a étre plus faible que chez les rats controles.
Lorsqu’ils infusaient une dose supra-physiologique d’insuline la phosphorylation du

résidu Ser’?

revenait a la normale et la phosphorylation du résidu Thr’® augmentait
d’environ 5 fois par rapport au groupe contrdle. En comparaison, dans notre premiere
ctude, nous observons une insulinémie & 1’état basal qui était 3 a 4 fois plus importante

que dans le groupe contrdle. Ceci suggére que la voie signalétique de I’insuline soit

altérée par un mécanisme qui affecterait de fagon spécifique le résidu Ser*”’ et/ou que le
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contenu plasmatique en insuline n’était pas assez important pour maintenir la
phosphorylation de PKB. Plusieurs mécanismes sont susceptibles d’altérer de fagon
indépendante la phosphorylation des deux résidus de PKB. Ainsi, la production de
céramide (169), I'ILK (124; 152) et la protéine kinase Co/B (PKCo/B) (107) agiraient
spécifiquement sur le résidu Ser’”, tandis que les stress osmotiques (31) et la
staurosporine (87) inactiverait PKB par déphosphorylation du résidu Thr’® sans affecter

le résidu Ser*’

. Soltys et al. (177) ont démontré que le palmitate diminue la
phosphorylation et I’activit¢ de PKB et de GSK-3 en présence d’insuline. Le palmitate
inhiberait ’action de I’insuline, ce qui diminuerait la captation du glucose, la glycolyse et
’oxydation du glucose par un mécanisme qui serait dépendant de PKB (177). D’ailleurs,
’oxydation du palmitate est augmentée dans le cceur de souris diabétique db/db (1). Par
contre, il ne faut pas exclure la possibilitt que d’autres acides gras ou lipides
intracellulaires puissent agir de fagon similaire au palmitate dans le cceur. En effet, le
contenu en TG’s est augmenté de 50% dans le cceur de rat résistant a I’insuline et
P’accumulation de TG’s cardiaques serait associée a une réduction de I’effet de ’insuline
pour stimuler le métabolisme des glucides (11). Dans les deux premiéres études, les rats
ZDF n’ont pas été contrdlés au niveau de la prise calorifique, puisqu’ils étaient tous
nourris ad libitum. 11 est connu que le niveau plasmatique d’AGL’s est élevé chez le rat
ZDF (114) et il est possible que les rats ZDF des deux premiéres études aient eu un
apport excessif en lipides. Un apport excessif en nutriments chez le rat ZDF pourrait

affecter la régulation de PKB et de GSK-3 dans le cceur. En effet, Tremblay et al. (194;

195) ont observé des altérations au niveau de 1’activité de PKB et de la phosphorylation
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de GSK-3(3 dans le muscle squelettique de rats sujets & une diéte riche en lipides lorsque

stimulé par I’insuline.

L’augmentation de la phosphorylation du résidu Thr’® de PKB que nous avons
observé dans le cceur des rats ZDF pourrait &tre la conséquence d’une augmentation de
I’enzyme PDK-1 ou, alternativement, une différente expression et/ou activité d’une
phosphatase spécifique au résidu Thr'® (169). A la lumiére de nos recherches et des
¢tudes répertoriées, il semble que I’insuline aurait un effet important et plus spécifique
sur le résidu Thr’® de PKB, alors que le résidu Ser*”” serait régularisé par plusieurs
mecanismes complexes, incluant I’insuline. Compte tenu de la pléiade d’effets de PKB
dans la cellule, il n’est pas surprenant que sa régulation soit complexe et finement

modulée.

Dans la deuxiéme étude, les rats ZDF manifestaient plus sévérement le diabéte,
puisque a cette 4ge, il a été démontré que les cellules béta du pancréas ne répondent plus
aussi bien au taux élevé de glucose, occasionnant une réduction de la sécrétion et du
niveau plasmatique de I’insuline (35). De plus, plusieurs rats ZDF démontraient des
cataractes aux yeux. Cet état séveére du diabéte refléterait la progression naturelle des
complications du diabéte de #fype 2 vers un diabéte similaire au diabéte de type 1
rencontre chez I’humain. Il est intéressant de comparer 1’étude citée précédemment
utilisant des rats traités a la STZ (112) avec notre deuxiéme étude, puisque les rats ZDF y
ont une insulinémie beaucoup plus faible. Les auteurs ont démontré qu’une dose
importante d’insuline améliore la phosphorylation des deux résidus de PKB, suggérant

ainsi que la voie PI3-K est fonctionnelle en amont de PKB. Fait important, dans notre
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seconde étude, I’entrainement des rats ZDF a significativement fait augmenter la
concentration plasmatique d’insuline et rétabli la phosphorylation des résidus Thr'® et

S er473

de PKB. II est connu que I’exercice chronique favoriserait I’augmentation de la
masse des cellules § pancréatique et de leur contenu en insuline et la concentration
plasmatique d’insuline chez les humains et les rats atteints du diabéte de type 2 (110;
171). Aussi, une solution contenant du glucose et de [I’insuline augmente
significativement la phosphorylation de PKB et de GSK-3 en comparaison a une solution
qui contient seulement du glucose dans des cceurs de rat isolés (177). Ainsi, il est fort
probable que ’amélioration de la phosphorylation de PKB et de GSK-3 observée chez
les rats ZDF exe soit attribuable 4 ’augmentation de I’insulinémie. Le lien entre cette
augmentation de la concentration plasmatique d’insuline et une amélioration de la
réponse du récepteur a insuline et de la phosphorylation de PKB n’a pas été investigué.
Par contre, dans la troisiéme étude présentée dans cette thése, nous avons observé une
augmentation de I’expression de la sous-unité p85a de PI3-K par I’entrainement chez le
rat SHR, ce qui pourrait favoriser la propagation du signal de I’insuline vers PKB. Ce
phénoméne semble en partie spécifique aux effets de I’exercice chronique sur le ceeur,
puisque dans I’étude des rats traités 4 la STZ de Laviola et al. (112), la transplantation
d’ilots pancréatiques n’a pas eu d’effet sur ’expression de p850. malgré une amélioration
de la phosphorylation des résidues PKB. Aussi, il faut interpréter avec prudence
I’hypothése que 1’augmentation de ’expression de la sous-unité p85a de PI3-K par
I’entrainement améliore la phosphorylation de PKB, puisqu’il a été démontré que p85
pourrait jouer un role négatif sur ’activation d’éléments signalétiques en aval de PI3-

kinase (127; 197; 198).
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L’amélioration de la phosphorylation des résidus de PKB dans le myocarde
des rats ZDF exercés pourrait aussi étre attribuable & des mécanismes liés a la
réduction de la glycémie par I’insuline. Il a été démontré qu’en normalisant la
glycémie, la phosphorylation et I’activité de PKB retournent 4 un niveau normal
(141). Une baisse significative de la glycémie et une amélioration de la
phosphorylation de PKB a été observée dans le cceur de rat traité a la STZ, suite a la
transplantation d’ilots pancréatiques (112). Un entrainement de 6 semaines a la nage
augmenterait la phosphorylation du résidu Ser*’® de PKB et I’expression du GLUT-4
dans le muscle squelettique suite & une infusion d’insuline (123). De plus, il a été
démontre que le contenu protéique en GLUT-4 4 la membrane plasmique augmentait
de 32% en réponse a une hyper-insulinémie, de 35% en réponse a l’exercice
seulement et de 44% en combinant I’insuline et ’exercice (191). L’amélioration de
'insulinémie des rats ZDF entrainés de notre étude, pourrait hypothétiquement
privilégier la captation en glucose dans les tissus périphériques, en particulier les
muscles squelettiques, ce qui favoriserait une diminution de la glycémie. Ainsi, le
ceeur serait exposé a une glycémie plus faible. Cette réduction pourrait limiter le
stockage excessif en glycogéne observé dans le cceur des rats ZDF exercés. D’ailleurs,
il a déja été démontré que ’entrainement d’intensité modéré réduisait la synthése du
glycogéne dans le muscle squelettique de rats diabétiques récupérant d’un exercice
prolongé (80). Cette réduction du contenu en glycogéne par I’exercice pourrait
favoriser I’augmentation de la phosphorylation de PKB par un mécanisme de
rétroaction (52; 138; 139; 162). En effet, nous avons observé que I’amélioration de la

phosphorylation des résidus de PKB était corrélée (r = -0,65) a la réduction du
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contenu en glycogeéne suite a I’entrainement dans le coeur des rats ZDF et ce, malgré
une augmentation significative de I’insulinémie. Cette réduction du contenu en
glycogene pourrait étre importante pour le cceur des rats ZDF, parce qu’il est reconnu
que le cceur diabétique accumule du glycogéne (32) et qu’une accumulation en
glycogeéne est généralement associée au développement de la résistance a I’insuline
(96; 102). A I'inverse de I’hyperglycémie, un contenu élevé en glycogéne pourrait
altérer le transport et I’entrée du glucose dans la cellule afin de prévenir une
accumulation excessive de glycogéne. D’ailleurs, chez le rat Zucker résistant a
I'insuline, P’expression du GLUT-4 est réduite dans le myocarde (175), la
translocation du GLUT-4 a la membrane plasmique dans le cceur de rat est altérée
lorsque stimulée par I’insuline et le tout serait accompagné d’une diminution de la
phosphorylation de PKB (93). A la lumitre de nos recherches et des études
répertoriées dans la littérature, une idée intéressante est que PKB agirait comme
interrupteur métabolique pour limiter 1’entrée du glucose lorsque le contenu en
glycogene est excessif, surtout lorsque les besoins de la cellule sont faibles. En
résumé, 'entrainement physique chez les rats diabétique de fype 2 pourrait étre
bénéfique a plusieurs niveaux; augmentation de I’insulinémie, réduction de la
glycémie, utilisation accrue du glycogéne favoriserait la phosphorylation de PKB
favorisant ’entrée du glucose pour réduire la glycémie et protéger le myocarde contre

I’apoptose.

Paradoxalement, I’entrainement a la nage a de facon inattendue réduit la
phosphorylation du résidu Thr’® de PKB dans le cceur des rats contrdles, sans toutefois

modifier la phosphorylation du résidu Ser’”” de PKB. De fagon similaire, la
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déphosphorylation de la Thr’® a été observée in vitro dans des cellules en culture de type
TF-1 et ce, sans changement de I’état de phosphorylation de la Ser*” (169). L’activité de
PKB dans le cceur des rats controle exercés pourrait étre diminuée, mais probablement
pas au méme niveau que les rats ZDF, puisque la phosphorylation des deux résidus de
PKB c¢tait réduite. L’entralnement physique pourrait avoir contribué a maintenir
’homéostasie du glucose, malgré la déphosphorylation de PKB Thr'®, par un
meécanisme indépendant de I’action de I’insuline. Par exemple, la translocation du
GLUT-4 a la membrane cellulaire pour I’entrée du glucose dans la cellule serait favorisé
par la contraction musculaire en utilisant des mécanismes indépendants de 1’action de
Pinsuline (73; 82). La modulation de la phosphorylation du résidu Thr’®® de PKB par
Ientrainement pourrait partiellement étre expliquée par I’amélioration du contenu en
insuline et/ou la contraction des cardiomyocytes observées chez les rats contrdles et ZDF

exercés de la deuxiéme étude.

Une tendance générale ressort de nos études sur I’exercice. Nous observons
que plus le contenu en glycogéne diminue, plus la phosphorylation du résidu serine*’
de PKB et GSK-3p est augmentée et ce de fagon indépendante au niveau d’insuline
plasmique. Il est possible que d’autres molécules et stimuli soient spécifiquement
activés par I’exercice. Par exemple, I’insuline n’activerait que modérément PKB dans
le muscle squelettique de souris n’exprimant pas de récepteur & insuline, alors que
I’addition de I’exercice peut améliorer de fagon plus marquée I’activité de PKB (73;

209). La phosphorylation de PKB serait augmentée de 640% en réponse a 1’insuline,

de 280% par I’exercice et de 1000% pour 1’exercice combiné 4 I’insuline (191). Les
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mécanismes sous-jacents a 1’amélioration de la régulation de PKB et 4 I’homéostasie
du glucose par un effet indépendant de I’exercice demeurent des perspectives de

recherches importantes pour le cceur normal, diabétique et hypertendu.

Dans la deuxi¢me étude, nous avons aussi démontré que la phosphorylation de
GSK-3a était réduite dans le myocarde des rats ZDF sédentaires, suggérant une
augmentation de I’activitt de GSK-3o, de concert avec la diminution de la
phosphorylation de PKB. Par contre, cette derniére observation semble inconsistante
avec le contenu élevé en glycogéne dans le ventricule gauche des rats sédentaire ZDF.
Une augmentation de I’activité de GSK-3 devrait décroitre I’activité enzymatique de
la glycogene synthase (GS) et la synthése du glycogéne (43). Il a été démontré que la
phosphorylation de GSK-3o/p serait aussi altérée dans le cceur de rat traité a la STZ
(112). Par contre, ces derniers auteurs ont rapporté que 1’augmentation de la
phosphorylation de PKB par I’insuline n’avait pas d’effet sur la phosphorylation de
GSK-30/B. Ceci contraste avec notre étude, puisque ’entrainement a augmenté le
contenu en insuline et la phosphorylation de PKB, tout en restaurant partiellement la
phosphorylation de GSK-3a. De plus, dans la troisiéme étude, nous avons aussi
observé une amélioration de la phosphorylation de GSK-3B dans le cceur des rats
SHR, et ceci était aussi de concert avec la réduction du contenu en glycogéne et
’amélioration de la phosphorylation de PKB. Ce paradoxe pourrait s’expliquer par la
proposition que le glycogéne serait un meilleur régulateur que I’insuline pour activer
la glycogéne synthase (138). Il est possible qu’un contenu élevé en glycogéne puisse

agir comme régulateur de la GS (157) et de la GSK-3 pour prévenir une accumulation
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excessive. D’ailleurs, nous avons observé dans la deuxiéme étude une corrélation
négative entre la concentration en glycogéne et la phosphorylation de GSK-3 (r = -

0,57; P < 0,05).

Hypertrophie cardiaque et régulation de PKB et GSK-3 chez le rat diabétique et
hypertendu.

Normalement, I’insuline favorise un bilan azote positif (48; 48; 70) et I’ablation
spécifique du récepteur a insuline du muscle cardiaque résulterait en une réduction de la
grosseur des myocytes. Ainsi, le diabéte et I’hypertension sont en général associés a de
’hypertrophie cardiaque (67; 101; 101). Dans notre premiére étude, les rats ZDF étaient
tous hyper-insulinémiques et nous n’avons pas observé d’hypertrophie cardiaque. De
plus, la croissance du cceur n’était pas proportionnelle a la croissance du corps chez les
rats ZDF, ce qui est habituellement le cas chez I’humain (46) et ce, malgré une
importante phosphorylation de PKB Thr'® et de GSK-3. Dans la deuxiéme et la
troisieme étude, 1’exercice chronique a eu pour effet d’augmenter et/ou de rétablir la
phosphorylation de PKB et de GSK-3p, sans toutefois induire d’hypertrophie cardiaque
chez les rats ZDF et SHR. Par contre, nous observons que I’exercice chronique a
augment¢ le ratio poids du cceur sur le poids du corps (HW/BW) et la phosphorylation
ventriculaire de GSK-3p chez les rats controles exercés de la deuxiéme étude et chez les
rats SHR. Cette augmentation de la phosphorylation de GSK-3p pourrait avoir favorisé la
croissance et/ou le maintien de la masse cardiaque par rapport & leur poids corporel,

puisque I'inactivation de GSK-3B est requise pour que les cardiomyocytes puissent
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s’hypertrophier (81). Par contre, cette augmentation de GSK-3B n’était pas associée &

une augmentation de la phosphorylation de I’isoforme GSK-3a.

L’insuline active PKB et 1’augmentation de I’activit¢ de PKB promouvoit la
transcription de c-myc, un géne qui répond rapidement & un stimulus hypertrophique et &
la progression du cycle cellulaire (3). De plus, PKB stimule 1’augmentation du niveau de
cyclin D1 dans le noyau cellulaire en induisant la translocation nucléaire et la traduction
de ’ARNm, ce qui pourrait favoriser I’hypertrophie cardiaque (99). Afin de mieux
comprendre pourquoi le cceur des rats ZDF ne s hypertrophie pas davantage en présence
de stimuli reconnus pour favoriser I’hypertrophie, nous avons mesuré un indicateur de la
prolifération cellulaire nommé proliferating cell nuclear antigen (PCNA). PCNA est une
molécule qui régularise la réplication de I’ADN et sert de marqueur pour la progression
du cycle cellulaire dans le cceur humain (16; 29). Nous avons observé que le cceur
diabétique semble éprouver des difficultés au niveau de la prolifération cellulaire,
puisque que I’expression de PCNA était réduite dans le cceur des rats ZDF qui ont

développé une hyperglycémie tardive.

Régulation des protéines liées a la survie cellulaire chez le rat diabétique et
hypertendu.

La protection myocardique serait réduite dans le coeur des rats ZDF, puisque
les mécanismes de survie cellulaire sont souvent dépendants d’un apport énergétique
en glucides et PKB ne peut protéger la cellule en absence de glucose. Dans la

premiere étude, il est fort possible que la protection cellulaire ait été rapidement
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réduite dans le cceur diabétique qui faisait face a une élévation rapide et importante de
la glycémie. Cette augmentation rapide de la glycémie pourrait expliquer la
diminution du ratio de Bcl-2/Bax qui pourrait provoquer un affaiblissement de la
protection cellulaire. L’hyperglycémie promouvoient la génération d’intermédiaires
intracellulaires qui sont réactifs a 1’oxygéne et qui pourraient perturber le potentiel
transmembranaire de la mitochondrie et activer ’apoptose. Le ratio Bcl-2/Bax serait
amélioré en administrant de I’'IGF-1 & des cellules mésangiales incubées dans une
concentration élevée de glucose, ce qui inhiberait 1’apoptose occasionné par le stress
oxydatif, en augmentant la phosphorylation et ’inactivation de Bad par PKB (100). Il
est aussi possible que les processus d’adaptation physiologiques pour contrer la
surcharge rapide en glucides nécessitent un certain délai de temps pour que la
transcription des protéines liées a la survie cellulaire soit couplée i ’envergure du
stress. Les rats ZDF qui ont développé une hyperglycémie plus tardive et une
€lévation plus importante de Iinsulinémie auraient bénéficié d’une meilleure
protection cellulaire en maintenant un meilleur ratio Bcl-2/Bax. Par contre, la
réduction de I’expression de la protéine PKB chez les rats ZDF de la premiére étude et
la déphosphorylation de PKB et GSK-3 chez les rats ZDF sédentaire de la deuxiéme
étude pourrait réduire la protection cellulaire. Aussi, 1’amélioration de la
phosphorylation de PKB/GSK-3 par I’entrainement favoriserait la survie cellulaire
chez les rats SHR et ZDF, parce que la phosphorylation et I’inactivation de GSK-3
bloqueraient I’apoptose in vitro (148). Dans la troisiéme étude, I’entrainement a
augmenté 1’expression de la protéine pro-apoptotique Bax dans le cceur des rats SHR.
Par contre, les processus de défense cellulaire ont probablement favorisé

l'augmentation de I’expression de la protéine anti-apoptotique Bcl-2, ce qui
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privilégierait le maintien d’un ratio Bcl-2/Bax neutre. Cette observation est
importante, puisque le ratio Bcl-2/Bax serait diminué dans le cceur des rats SHR et
ceux-ci démontreraient une augmentation significative de 1’apoptose qui serait
dépendante de I’age et de 1’état du myocarde (64; 117; 118). L’entrainement physique
a augmente I’expression de la protéine de stress HSP-72 ce qui pourrait améliorer la
protection du myocarde chez les rats ZDF, SHR et contrdles. L’augmentation de
’expression de HSP-72 pourrait par exemple améliorer la récupération mécanique
apres une ischémie, réduire 1’étendue d’un infarctus et décroitre 1’apoptose du
myocarde (94; 121; 136; 156; 186). L’amélioration de 1’expression de HSP-72
pourrait étre importante, puisqu’une étude antérieure a démontré que le contenu en
ARNm de la protéine de stress serait réduite dans le muscle de patients atteints du

diabete de type 2 en plus d’étre corrélé avec la résistance a I’insuline (111).

Conclusions

Pour conclure, les résultats de ces études pourront contribuer significativement
a ’avancement de 1’état actuel des connaissances en regard i la régulation de PKB et
de GSK-3 par I’entrainement physique dans le cceur de rats diabétiques de type 2 et
hypertendus. En effet, la plupart des recherches sur les effets de I’exercice chronique
et la signalisation de I’insuline ont été effectuées dans le muscle squelettique.
Certaines indications nous permettent de croire que I’hyperglycémie et le contenu en
glycogene sont d’importants modulateurs de la régulation de PKB et de GSK-3 dans
le myocarde. Nous avons démontré que 1’entrainement physique procure au myocarde

de rats génétiquement diabétiques de fype 2 et hypertendus plusieurs avantages liés &
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I’homéostasie du glucose et a la survie cellulaire. Une telle amélioration de la
protection myocardique pourrait étre importante pour les patients atteints du diabéte
de type 2 et d’hypertension parce qu’ils sont résistants a I’insuline et plus susceptibles
a d’importants problemes cardiaques comme P’ischémie et 1’apoptose. Finalement,
plusieurs drogues sont présentement a 1’essai pour moduler spécifiquement 1’action de
PKB et de GSK-3. Nous suggérons que les traitements visant PKB et GSK-3
devraient prendre en considération les effets bénéfiques de 1’exercice chronique sur le

myocarde diabétique et hypertendu.
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Résumé

This study examined whether diabetes predisposed the myocardium to apoptosis. We
investigated several important molecules potentially linking diabetes and apoptosis,
including pro-apoptotic factor Bax, and the anti-apoptotic proteins Bcl2, ERK and PKB,
in the ZDF rat model. Compared to lean controls (C) ZDF rats had elevated plasma
insulin levels (500 vs 216 pmol), hyperglycaemia (39,2 vs 9,0 mmol), and significantly
reduced left ventricular (LV)/body weight (BW) ratio (2,32 vs 2,52). Bax expression was
enhanced in ZDF rats (65 % increase), whereas Bcl-2 was unchanged, as compared to C.

The level of ERK phosphorylation was significantly greater in the ZDF rats, as compared
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to C. Likewise, threonine-phosphorylation of PKB was enhanced in the ZDF rats (243
%increase), whereas the level of serine-phosphorylation was decreased (63 % decrease),
as compared to C. The increased expression of Bax, and the decreased serine
phosphorylation of PKB support that the myocardium of ZDF rats may be more prone to
apoptosis. The subsequent effect of these changes on myocardial function and

remodelling remain to be explored.
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Résumé

Cardiac insulin resistance is a hallmark feature of type 2 diabetes, albeit the underlying
mechanisms remain poorly understood. This study tested the hypothesis that
dysregulation of PKB, an anti-apoptotic enzyme involved in glucose metabolism may
contribute to the defect in the insulin signalling pathway in ZDF rats. A parallel study
tested the hypothesis that exercise (10-weeks swimming; 90 min/day) can improve this

pathway. The insulin/glucose profile was similar between sedentary (SED; n=5), and
exercised (EXE, n=7) wild type (WT) rats. By contrast, plasma insulin levels were
increased by 74+18%, and glucose levels reduced by 8+2% in EXE ZDF vs SED ZDF. In
cardiac lysates from SED ZDF rats, PKB Ser*’? phosphorylation and PKB Thr’®

phosphorylation were significantly reduced by 73+3% and 67+2% respectively.
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Swimming did not alter PKB Ser*’® phosphorylation in WT rats, whereas PKB Thr’®
phosphorylation was reduced (41+3%). EXE partially restored PKB Ser*’® 39+7% and
PKB Thr'® 97+5% phosphorylation in ZDF rats. Additionally, heat shock protein
(HSP72) was enhanced by 82% in WT exe and by 101% in ZDF EXE as compared to
their respective controls. Collectively, these results suggest a beneficial role of exercise in
improving the insulin-link pathway and cyto-protective mechanisms in the heart with

type II diabetes.



VI

Annexe 3

Titre

Exercise enhanced PKB phosphorylation and HSP72 expression in the myocardium of
spontaneously hypertensive rats (SHR).

Auteurs

C. Lajoie'?, A. Calderone”* and L. Béliveau'”. 'Dept. of kinesiology, “GRSNA,
Université de Montréal; *Dept. of physiology “Institut de Cardiologie, Montréal.
Conférence

Société Canadienne de Physiologie de I’Exercice. St-John, Terre Neuve.

Journal

Canadian Journal of Applied Physiology, 27 (Suppl.) :29-30, 2002.

Résumé

Diminished PKB activity may in part explain the increased incidence of apoptosis and
abnormal glucose metabolism in the myocardium of various cardiac disease states. This
study examined whether exercise could improve cardiac PKB phosphorylation in the
SHR model. SHRs were trained 5 days/wk on a treadmill for 8 weeks, beginning at 4
weeks of age. Training speed and duration were progressively increased until a final
setting of 18 m/min for 120 min/day. In cardiac lysates from the left ventricles of
exercised SHR (8), PKB phosphorylation of both Ser*”’ and Thr’® residues was
significantly increased (166 and 120% respectively) as compared to sedentary SHR (6).
In addition, exercise increased the cardiac protective heat shock protein (HSP72) by 73

% as compared to sedentary SHR. Collectively, these data demonstrate that an exercise
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regimen in the SHR ameliorated PKB phosphorylation and HSP72 protein expression,

which may improve cardiac energetics and attenuate adverse ventricular remodelling.
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