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Résumé

Les protéines G jouent un rôle important dans une variété de voies de signalisation

incluant le système adénylate cyclase/AMPc. Des altérations des niveaux de l’expression

des protéines G ont été détectées dans plusieurs modèles animaux d’hypertension

incluant les rats spontanément hypertendus ($HR). Notre laboratoire a montré au

préalable qu’il y avait une augmentation de l’expression des protéines GiŒ-2 et GiŒ-3 et

de leur ARNm dans les coeurs et aortes des SHR comparé aux rats témoins Wistar-Kyoto

(WKY) tandis que les niveaux de GsŒ ne changaient pas. L’augmentation de l’expression

des protéines GiŒ-2 et Gia-3 précède l’apparition de l’hypertension chez les $HR

suggérant que l’augmentation de l’expression de ces protéines est un facteur qui

contribue à la pathogenèse de l’hypertension. De plus, lorsque ces rats sont traités avec

un inhibiteur de l’enzyme de conversion de l’angiotensine I, il y a une diminution de

l’expression des protéines Gia-2 et GiŒ-3 chez les SHR suggérant un rôle de

l’angiotensine II (ang II) dans l’augmentation de l’expression des protéines Gia-2 et GiŒ

3 chez les $HR. Il est connu que le stress oxydatif est augmenté chez les SHR et que

l’angiotensine II augmente le stress oxydatif. Il se peut donc que le stress oxydatif soit

un facteur qui contribue à l’augmentation de l’expression des protéines Gia-2 et GiŒ-3

chez les SHR. De plus, notre laboratoire a montré qu’il y avait une implication de la voie

des MAPK dans l’augmentation de l’expression des protéines GiŒ-2 et Gia-3 induite par

l’angiotensine II chez les cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV) AlO. Les

présentes études ont été entreprises afin d’examiner si le stress oxydatif joue un rôle dans

l’augmentation de l’expression des protéines GiŒ-2 et Gia-3 chez les $HR et si la voie

des MAPK module l’augmentation de l’expression des protéines Gia-2 et GiŒ-3 par le
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stress oxydatif chez les SHR. Des CMLV d’aorte de rats WKY et SHR de 12 semaines

ont été utilisées pour ces expériences. On a montré, par immunobuvardage, qu’il y a une

augmentation de l’expression des protéines GiŒ-2 et GiŒ-3 dans les CMLV de SHR

comparé aux CMLV des rats WKY. Cette surexpression a été abolie par les antioxydants

N-acétyl-L-cystéine (NAC) et diphénylèneiodonium (DPI). Cette augmentation de

l’expression des protéines GiŒ-2 et GiŒ-3 dans les CMLV de SHR a eu aussi des effets

sur l’activité de l’adénylate cyclase, notamment une augmentation de l’inhibition de

l’activité de cet enzyme par les hormones Ang II et te C-ANP423 (un analogue du peptide

natriuretique auriculaire), une augmentation par le GTP?’S (un analogue non-hydrolysable

du GTP) de l’inhibition de l’activité de l’adénylate stimulée par la forskoline. De plus, il

y a eu une diminution de la stimulation de l’adénylate cyclase par le GTP?’S,

l’isoprotérenol et le fluorure de sodium (Naf) dans les CMLV des SHR comparé aux

CMLV des rats WKY. Les antioxydants NAC et DPI ont empêché ces altérations de

l’adénylate cyclase. De plus, le PD98059, un inhibiteur spécifique des MEK, a rétabli

l’augmentation de l’expression des protéines GiŒ-2 et GiŒ-3 dans les CMLV de SHR

vers les niveaux WKY suggérant un rôle de la voie des MAPK dans l’augmentation de

l’expression des protéines Gia-2 et Gia-3 chez les $HR. En effet, il y a une plus grande

phosphorylation de ERK 1/2 dans les CMLV des SHR comparé aux CMLV des rats

WKY et ce niveau de phosphorylation de ERK 1/2 a été rétabli vers les niveaux de WKY

par NAC et DPI. Ces résultats suggèrent que le stress oxydatif joue un rôle dans

l’augmentation de l’expression de protéines GiŒ-2 et Gia-3 chez les SHR et ses effets

sont médiés par la voie des MAPK.

Mots clés : Adénylate cyclase, protéines G, hypertension, MAPK, stress oxydatif.
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Su mmary

G-proteins play an important role in a variety of signalling pathways including the

adenylyl cyclase/cAMP svstem. Alterations in G-protein levels have been demonstrated

in many animal models of hypertension including spontaneously hypertensive rats

(SHR). We have previously shown an enhanced expression of Gia-2 and GiŒ-3 proteins

and their mRNA in hearts and aorta from SHR compared to their age-matched Wistar

Kyoto (WKY) control rats whereas the levels of GsŒ are unaltered. The enhanced

expression of GiŒ-2 and GiŒ-3 proteins precedes the development of hypertension in

SHR suggesting a mie of enhanced Gi protein expression in the pathogenesis of

hypertension. Furthermore. treatmcnt of SHR with captopril (an inhibitor of angiotensin

converting enzyme) restored the enhanced expression of GiŒ-2 and GiŒ-3 proteins

towards control levels suggesting a rote for angiotensin II (Ang II) in enhanced

expression of Gia-2 and Gia-3 proteins in SHR. In addition, increased oxidative stress

has been shown in SHR which may be attributed to the increased levels of Ang II in

SHR. Furthermore, the implication of the MAPK pathway in Ang II-induced enhanced

expression of GiŒ-2 and GiŒ-3 proteins in AlO vascular smooth muscle celis (VSMC)

has been shown and oxidative stress has been shown to increase MAPK signalling. The

present studies were undertaken in order to examine if oxidative stress is a contributing

factor in enhanced expression of Gia-2 and GiŒ-3 proteins and SHR and whether the

effects of oxidative stress are mediated through the MAPK pathway. VSMC from aorta

of 12 week-old SHR and age-mathced WKY rats were used for these experiments.
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The levels of Gia-2 and GiŒ-3 proteins were increased in VSMC from SHR cornpared to

VSMC from WKY rats whereas the levels of GsŒ were unchanged as determined by

immunoblotting techniques. Treatment of VSMC from SHR with the antioxidants N

acetyl-L-cysteine (NAC) or diphenyfeneiodonium (DPI) restored the enhanced

expression of Gia-2 and Gia-3 proteins towards WKY levels. The enhanced expression

of GiŒ-2 and GiŒ-3 proteins in VSMC from SHR was also reflected in enhanced

adenylyl cyclase inhibition by Ang II and C-ANP423 ta ring-deleted analog of atrial

natriuretic peptide), as well as increased inhibition of forskolin (fSK)-stimulated

adenylyl cyclase activity by low concentrations of GTPS. In addition, GTPS,

isoproterenol and sodium fluoride (NaF)-mediated stimulation of adenylyl cyclase was

signfficantly diminished in VSMC ftom SHR compared to WKY. Furthermore, the

enhanced inhibition ancï attenuated stimulation of adenylyl cyclase in VSMC from SHR

were restored towards control WKY levels by NAC and DPI. In addition, PD9$059, a

specific inhibitor of MAPK, restored the enhanced expression of Gia-2 and GiŒ-3

proteins in VSMC from SHR towards WKY levels. In addition, V$MC from SHR

exhibited an increased phophorylation state of ERK 1/2 in which was restored towards

WKY levels by NAC or DPI. These results suggest that oxidative stress may be a

contributing factor in enhanced expression of GiŒ proteins in SHR and its effect may be

exerted through MAPK activation.

Key Words: Adenylate cyclase, G proteins, hypertension, MAPK, oxidative stress.
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I. Voies de signalisation transmembranaires (RCPG)

A. Introduction

La signalisation transmembranaire joue un rôle important dans le bon fonctionnement des

cellules (Alberts et Bray 1989). Il existe trois classes de récepteurs protéiques de surface,

soit les RCPG, les récepteurs couplés aux canaux et les récepteurs couplés à une activité

enzymatique (tyrosine-kinase). Dans le cadre de ce mémoire, les RCPG seront discutés

seulement. De façon générale, un ligand extracellulaire se lie à un récepteur situé dans la

membrane plasmique et ce récepteur active une protéine transductrice (protéine G), qui

elle va activer à son tour un effecteur (enzyme, canal ionique). Si la protéine G interagit

avec un canal ionique, celui-ci sera activé ou fermé. Si la protéine G active une enzyme

(adénylate cyclase, phospholipase), l’enzyme produira un second messager (AMPc, 1P3,

diacyglycérol). Le second messager va à son tour activer un effecteur secondaire comme

la protéine kinase A (PKA) qui à son tour va phosphoryler différentes cibles

intracellulaires afin d’induire une réponse physiologique. Parmi les voies de signalisation

transmembranaires, il y a le système adénylate cyclase/AMPc, le système guanylate

cyclase/GMPc et le système phosphoinotiside/Ca2t’protéine kinase C, entre autres. La

voie de l’adénylate cyclase/AMPc est une des voies de signalisation les plus étudiées et

sera vue plus en détails ci-bas (Alberts et al. 1989). De plus, la voie des MAPK sera aussi

vue car elles seront étudiées dans le cadre de ce mémoire.

B. Système adénylate cyclase/AMPc

Le système adénylate cyclase/AMPc est composé de trois éléments : 1) un récepteur; 2)

une protéine régulatrice liant le GTP (protéine G); 3) l’adénylate cyclase. Chaque
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élément de cette voie de signalisation joue un rôle vital afin d’assurer qu’un signal

extracellulaire est reçu, communiqué vers l’intérieur et interprété correctement. S’il y a

une erreur de transmission à cause d’une déficience ou d’un mauvais fonctionnement

d’un des éléments, la survie de la cellule est compromise. Les signaux extracellulaires

sont perçus par des récepteurs membranaires qui se chargent de transmettre le signal vers

l’intérieur de la cellule. Le signal n’a pas besoin de pénétrer dans la cellule pour exercer

ses fonctions. La voie de l’adénylate cyclase/AMPc fonctionne de la façon suivante: 1)

liaison du signal au récepteur membranaire; 2) activation d’une protéine G; 3) activation

de l’adénylate cyclase par la protéine G; 4) formation du second messager AMPc; 5)

activation de PKA par l’AMPc et réponse physiologique. Il est à noter qu’un récepteur

peut activer plusieurs protéines G qui peuvent activer plusieurs molécules d’adénylate

cyclase qui peuvent former beaucoup d’AMPc pour activer plusieurs molécules de PKA.

On appelle ceci une cascade de signalisation (figure 1).

B.1 Récepteurs couplés aux protéines G

B. 1.1 Structure

Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) constituent une des plus importantes

familles de récepteurs membranaires. Ces récepteurs sont activés entre autres par des

hormones, des neurotransmetteurs, de la lumière, des odorants et par du calcium

(Vazquez-Prado et al. 2003). Chez les vertébrés, cette famille contient plus de 2000

membres et représente environ 1% du génome (Breitwieser 2004).Les RCPG ont une

structure similaire. Ces récepteurs sont formés par une chaîne polypeptidique qui traverse
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Catécholamïnes Catécholamines
ACTH Adénosine

Glucagon PE2

AC AC __J3J••_
‘J

Phosphodiestérase

ATP
c MP 5’AMP

Protein Kinase A

Réponse physiologique

Figure 1. Voie de signalisation adénylate cyclase/AMPc

Légende:

OES, i: sous-unité x couplée soit à Gs (OEs) ou à Gi (Œi)
AC : Adénylate cyclase
3, y: sous-unité des protéines G
Rs, Ri: Récepteur couplé soit à Gs (Rs) ou à Gi (Ri)



5

la membrane plasmique sept fois. Ces sept hélices transmembranaires (20 à 25 acides

amines chacune) sont reliées entre-elles par trois boucles intracellulaires (il, i2, i3) et par

trois boucles extracellulaires (el, e2, e3). Le domaine N-terminal est extracellulaire

tandis que le domaine C-terminal est intracellulaire (figure 2). Deux résidus cystéine (un

dans el et l’autre dans e2) sont conservés dans la plupart des récepteurs couplés aux

protéines G et forment un pont disulfure qui est important pour la stabilité du récepteur et

pour la translocation à la membrane plasmique à partir de l’appareil de Golgi (Bockaert

and Pin 1999). Tous les RCPG sont des glycoprotéines et possèdent au moins une

séquence commune pour la N-glycosylation dans les domaines extracellulaires

(Gudermann et Nûmberg 1995).

B.1.2 foitction

Chaque RCPG possède un domaine de liaison de ligand qui est spécifique pour seulement

1 ligand (Gudermann et Ntimberg 1995). Toutefois, différents domaines de liaison du

ligand de différents sous-types de récepteurs peuvent lier le même ligand. Comme

mentionné plus haut, il existe une grande variété de ligands qui peuvent activer ces

récepteurs en se liant aux domaines de liaison du ligand. Une fois qu’un ligand est lié à

son domaine de liaison, les RCPG activent une protéine G afin que la cascade de

signalisation se propage. Il existe dans les RCPG un domaine d’interaction avec les

protéines G. Ce domaine se trouve au niveau des segments transmembranaires 5 et 6 ainsi

que dans la boucle intracellulaire i3 (Dohlrnan et al. 1991).
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CYTOPLASMIQUE
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Figure 2. Structure d’un récepteur couplé aux protéines G

HOOC

Adapté de Jolrnson M, 1998
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B. 1.3 Désensibitisation

Lorsqu’un récepteur est stimulé par un ligand pour une assez longue période de temps, la

réponse du récepteur diminue. Ce phénomène est connu comme étant la désensibilisation.

Pour faire un parallèlle, ce phénomène est identique au fait que lorsque vous portez une

montre sur votre bras, vous ne la sentez plus après un certain temps, parce que les

récepteurs du toucher ne répondent plus. Il existe deux catégories de désensibilisation:

homologue et hétérologue. La désensibilisation homologue est la désensibilisation des

RCPG qui sont activés tandis que la désensibilisation hétérologue est la désensibilisation

de tout RCPG lorsqu’un autre sous-type de RCPG est activé. (Bunemaim et al. 1999). Par

exemple, l’activation d’un récepteur a-adrénergique pourrait aboutir non seulement à la

désensibilisation de ce dernier, mais aussi à la désensibilisation des récepteurs 13-

adrénergiques. Il existe trois mécanismes par lesquels les RCPG sont désensibilisés. Ces

mécanismes sont la phosphorylation, l’internalisation du récepteur et la séquestration du

récepteur. Dans ce dernier cas, le récepteur est dégradé (Kohout and Le&owitz 2003,

Toews et al. 2003).

Lorsqu’un RCPG est activé par un ligand, le récepteur adopte une conformation lui

permettant d’être phosphorylé par les G-protein receptor kinases (GRK) dans son

domaine cytoplasmique (boucles intracellulaires et domaine C-terminal). Lorsque le

récepteur est phosphorylé par une GRK, l’affinité du récepteur pour la protéine G est

diminuée, donc la cascade ne peut se poursuivre (Kohout and Lefkowitz 2003). De plus,

le récepteur phosphorylé peut interagir avec une famille de protéines appelées arrestines.

La liaison d’une arrestine avec le récepteur diminue encore plus l’affinité de ce dernier
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pour la protéine G qui lui est couplée (Attramadal et al. 1992, Lohse et al. 1992). Outre

les GRK, les RCPG peuvent aussi être phosphorylés par les protéines kinases A et C

(Kohout and Lefkowitz 2003), mais la phosphorylation par ces kinases n’aboutit pas

toujours à la liaison d’une anestine (Bunemann and Hosey 1999).

Le deuxième mécanisme de désensibilisation est l’intemalisation du récepteur. II existe

plusieurs mécanismes responsables de l’internalisation (Bunemann and Hosey 1999). Le

mécanisme le plus connu est celui impliquant les GRK et les arrestines. La liaison d’une

arrestine favorise le recrutement de la machinerie de l’endocytose, soit la formation de

puits de clathrine. Toutefois, pas tous les RCPG sont intemalisés de cette façon

(Bunemann et al. 1999).

Le troisième mécanisme de désensibilisation est la séquestration du récepteur. Le

mécanisme exact qui mène à la dégradation du récepteur n’est pas connu, mais semble

impliquer le domaine C-terminal du récepteur (Toews et al. 2003). En effet, Wang et al.

ont montré que lorsqu’il y a mutation de Cys-365 ou de $er-369 en alanine dans le

récepteur Œ1B-adrénergique de cobaye, la dégradation du récepteur est abolie (Wang et

al. 2000).

B. 1.4 Dimérisation des récepteurs

La pensée traditionnelle est que les RCPG sont des monomères. Mais de plus en plus

d’études montrent que la majorité des RCPG forment des dimères( Breitwieser 2004,

Salahpour et al. 2004, Breit et al. 2004). La dimérisation pouffait être utile pour le bon

fonctionnement du récepteur. Un bon exemple est l’hétérodimère formé par les récepteurs
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du GABA,GABAA et GABAB (Balasubramanian et al. 2004) . Le récepteur GABAB ne

peut pas être transioqué à la membrane plasmique tandis que le récepteur GABAA peut

être transloqué vers la membrane plasmique, mais ne peut initier la cascade de

signalisation. Donc, si ces récepteurs sont exprimés seuls, il n’y aura aucune activité de

GABA détectée. Mais si les deux récepteurs sont co-exprimés, la signalisation par GABA

sera fonctionnelle (Balasubramanian et al.2004).

C. Protéines G

C.1 Structure

Les protéines G sont des protéines hétérotrimériques liant le GTP ancrées à la membrane

plasmique. Elles possèdent une activité GTPase, c’est-à-dire qu’elles catalysent

l’hydrolyse du GTP en GDP. Elles sont responsables de la transduction du signal à partir

du récepteur jusqu’à l’adényïate cyclase. Les protéines G sont formées de trois sous-

unités: Œ, 3 et y. La spécificité des protéines G est déterminée par la sous-unité Œ qui lie

le GTP tandis que les sous-unités 13 et y sont interchangeables (Gilman 1984, Gilman

1987). Dans la voie de signalisation adénylate cyclase/AMPc, il existe deux classes de

protéines G qui peuvent soit activer ou inhiber 1’ adénylate cyclase. Gs active 1’ adénylate

cyclase tandis que Gi inhibe l’adénylate cyclase par la sous-unité Œ. Le clonage

moléculaire révèle qu’il existe quatre isoformes de GsŒ issues de l’épissage différentiel

d’un seul gène. Il existe aussi trois isoformes de GiŒ issues de trois gènes différents

GiŒ-1, GiŒ-2, GiŒ-3 (Itoh et al. 1988, Robishaw et al. 1988). La taille des sous-unités c

varie entre 39 et 52 kDa. La taille des sous-unités 13 est de 36 kDa et semble être similaire

dans toutes les protéines G. Les sous-unités y sont de petite taille et migrent entre 8 et 11
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kDa sur gel SDS-PAGE (Spiegel 1987). Les sous-unités F3 et y forment un complexe qui

ne se dissocie pas sauf en présence de substances dénaturantes.

C.2 fonction et régulation des protéines G

Les protéines G agissent comme transducteurs du signal (Figure 3). Lorsque les protéines

G sont au repos, c’est le GDP qui est lié à la sous-unité Œ. Lorsque les protéines G sont

activées, la sous-unité c échange le GDP pour du GTP qui se trouve en plus grande

concentration dans la cellule. Lorsque la sous-unité a est liée au GTP, elle se dissocie du

complexe Ç3y et ainsi, active l’adénylate cyclase (Gs) ou l’inhibe (Gi). La sous-unité Œ

possède une activité GTPase lente. Après avoir activé ou inhibé l’adénylate cyclase, la

sous-unité c convertit le GTP en GDP et met ainsi fin à son activation. La sous-unité ct se

réassocie alors avec le complexe F3y car la sous-unité Œ possède une plus grande affinité

pour le complexe f3y lorsqu’elle est liée au GDP (Spiegel 1987). Cette réassociation

permet d’amorcer de nouveau la cascade de signalisation (figure 3).

C.3 Interaction des protéines G avec tes RCPG

Pour être activées, les protéines G doivent être capables d’interagir avec les récepteurs

qui leur sont couplés. Au niveau de la sous-unité Œ, les sept derniers résidus de la région

C-terminale sont importants pour l’interaction avec les récepteurs. Des expériences de

mutagenèse dirigée montrent que la région C-terminale du récepteur interagit avec la

région C-terminale de la sous-unité Œ de la protéine G. Le complexe F3y participe aussi à

l’interaction de la sous-unité Œ avec le récepteur. En effet, lorsque les résidus de la sous

unité F3 qui sont en contact avec la sous-unité Œ sont mutés en résidus alanine, l’échange
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Figure 3. Cycle d’activation/d’inactivation des protéines G

Tiré de Spiegel AM, 1987.

Légende:

a, f3, y: sous-unités des protéines G

E: effecteur

R: récepteur

GDP

Agonist

GDP

GTP
Mg2
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GDP/GTP dans la sous-unité Œ ne se fait plus. Ces résultats suggèrent que la sous-unité

3 maintient la sous-unité a en place afin de permettre la relâche du GDP (Hamm 199$).

C.4 Interaction des protéines G avec l’adénytate cyctase

Une fois que la sous-unité Œ échange le GDP pour du GTP, elle se détache du complexe

f3y et peut activer (Gs) ou inhiber (Gi) l’adénylate cyclase. Lorsque la sous-unité c est

liée à du GTP, il y a un changement de conformation de la sous-unités c qui lui permet

d’avoir une affinité de 20 à 100 fois plus avec l’adénylate cyclase que lorsqu’elle est liée

au GDP (Hamm 199$).

C.5 fonctioits du complexe

/Jy

On croyait autrefois que seulement la sous-unité Œ était capable d’activer des effecteurs.

Mais, des études récentes montrent que le complexe f3y peut aussi activer des effecteurs.

Le complexe 3y ne change pas de conformation lorsqu’il se dissocie de la sous-unité cx

($ondek et al. 1996). De plus, la sous-unité u est capable d’inhiber la liaison du

complexe 3y avec ses effecteurs. Ces résultats suggèrent que le site de liaison du

complexe Fy avec la sous-unité cx est le même que pour la liaison avec ses effecteurs. Le

complexe y peut activer des canaux potassiques, des canaux calciques et des

phospholipases (Clapham and Neer 1997). Il est aussi capable d’activer ou d’inhiber

certaines isoformes de l’adénylate cyclase (Clapham and Neer 1997).
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C. 6 Modjfications covatentes des protéines G

Toutes les sous-unités des protéines G sont susceptibles aux modifications covalentes

dans des conditions normales et pathologiques. Ces modifications ont des conséquences

sur l’activité des protéines G ainsi que l’interaction de celles-ci avec d’autres protéines.

C. 6.1 Modjfication par des toxiites bactérie,tnes

Certaines maladies bactériennes comme le choléra et la coqueluche sont médiées par des

toxines qui sont sécrétées par ces bactéries. Ces toxines modifient de façon covalente les

protéines G et ceci a pour conséquence d’activer ou d’inhiber les protéines G. La toxine

cholérique, produite par Vibrio Choiera, est une protéine de 87 kDa constituée de deux

sous-unités A et B dans un rapport lA :5B. Une fois que la toxine se fixe sur son

récepteur cellulaire de surface, qui est le ganglioside GMI, le complexe toxine-récepteur

est capté par la cellule par endocytose. La toxine est alors activée par clivage

protéolytique et par réduction de ponts disulfures de A, conduisant à deux fragments, A1

et A2. A1 est libérée dans le cytosol tandis que les sous-unités B ne peuvent pas pénétrer

dans la cellule. Une fois dans le cytosol de la cellule, A1 catalyse le transfert de l’unité

ADP-ribose du NAD sur la chaîne latérale d’une arginine de la sous-unité ci de Gs

(Gsa). La protéine Gsci ADP-ribosylée, liée au GTP, peut activer l’adénylate cyclase,

mais ne peut pas hydrolyser le GTP pour mettre fin à son activité. Gsci et l’adénylate

cyclase sont donc bloquées dans leur état actif (Voet and Voet 1998). Une autre toxine

bactérienne capable de modifier les protéines G de façon covalente est la toxine

pertussique. La toxine pertussique, produite par Bordetereiia pertussis, est aussi une

protéine de type lA :5B de 76 kDa et possède le même mode d’action que la toxine
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cholérique. Cette toxine catalyse le transfert d’une unité ADP-ribose du NAD sur une

arginine de la sous-unité Œ de Gi (GiŒ). Ceci empêche GiŒ d’échanger son GDP pour

GTP, donc GiŒ reste inactive et est incapable d’inhiber I’adénylate cyclase (Voet and

Voet 199$).

C.6.2 YodWcations lipidiques

Outre les modifications par des toxines bactériennes, les protéines G peuvent être

modifiées de façon covalente dans des conditions normales aussi. Les protéines G

subissent des modifications co- et post-traductionelles lipidiques. Ces modifications sont

importantes car elles permettent aux protéines G d’être transioquées à la membrane

plasmique et permettent aussi aux protéines G d’interagir avec d’autres protéines. Les

modifications majeures sont la N-myristoylation et la palmitoylation.

La N-myristoylation représente l’attachement d’un myristate par un lien amide sur un

résidu glycine dans le domaine N-terminal. Cette liaison est irréversible et se produit

uniquement chez Gia. Cette modification permet l’attachement de la sous-unité a à la

membrane plasmique. Des mutations qui empêchent la N-myristoyÏation préviennent

l’attachement de Gia à la membrane plasmique (Chen and Manning 2001). La N

myristoylation augmente aussi l’affinité de Gia pour le complexe 13y (Gr3y). La

palmitoylation représente l’attachement d’un groupe palmitate par un lien thioester sur un

résidu cystéine dans le domaine N-terminal de Gia et de Gsa. Cette modification

augmente l’affinité de Gsa pour Gy, mais le rôle dans l’interaction de Gia avec Gf3’y
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n’est pas coi-mu. Il semble aussi que la palmitoylation n’est pas essentielle pour

l’attachement des GŒ à la membrane plasmique (Chen and Manning 2001).

D. Adénylate cyclase

D. 1 Structure de t ‘adénytate cyctase

L’adénylate cyclase est une enzyme membranaire qui convertit l’ATP en AMPc. Elle est

composée de deux domaines de six passages transmembranaires chacun (Ml, M2) qui

sont reliés par une boucle hydrophilique cytoplasmique (figure 4). L’élimination de cette

boucle hydrophilique abolit l’activité de l’adénylate cyclase (Simonds 1999). Le domaine

N-terminal est cytoplasmique et il est du côté du domaine Ml tandis que le domaine C-

terminal est aussi cytoplasmique, mais il est du côté du domaine M2 (Krupinski et al.

1991). Il existe 9 isoformes de cette enzyme (types I à IX) dont le nombre d’acides

aminés varie entre 1064-124$. Toutes les isoformes possèdent au moins un site de N

glycosylation dans le domaine M2. De plus, toutes les isoformes sont activées par GsŒ et

certaines peuvent même être régulées par Gy. La majorité des isoformes de l’adénylate

cyclase sont inhibées par Gict. Aussi, chaque isoforme a un profil d’expression unique.

Par exemple, l’isoforrne I est exprimée majoritairement dans le cerveau tandis que

l’isoforrne VI est exprimée majoritairement dans le coeur, mais toutes les isoformes sont

exprimées dans le cerveau (tableau I). Toutes les isoformes sauf l’isoforme IX sont

activées par la forskoline, une phytohormone ($imonds 1999).
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Figure 4. Structure de I’adénylate cyclase
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D.2 fonction et régulation

Lorsqu’elle est activée, l’adénylate cyclase convertit Ï’ATP en AMPc. L’AMPc est un

second messager qui active la PKA, qui elle va phosphoryler plusieurs cibles

intracellulaires afin d’avoir une réponse physiologique. Parmi ces réponses, il y a la

vasorelaxation, la relâche de catécholamines (Tsuda et al. 1997), la dégradation du

glycogène (Voet and Voet 199$) et la rétention d’eau par les tubules distaux des reins

(feraille and Doucet 2001). Comme mentionné plus haut, toutes les isoformes sont

activées par GsŒ et seulement l’isoforrne IX n’est pas activée par la forskoline. Gy et

Gia peuvent aussi réguler l’activité de l’adénylate cyclase. D’autres facteurs peuvent

aussi réguler l’activité de l’adénylate cyclase. Parmi ces facteurs on retrouve le Ca2,

PKA et PKC (tableau I).

Les ions Ca2 peuvent stimuler ou inhiber l’adénylate cyclase dépendamment de

l’isoforme, du tissu et de la concentration des ions. Par exemple, l’isoforme I peut être

activée par les ions Ca2 dans le cerveau, mais les ions Ca2 ne peuvent pas activer

l’isoforme III en absence de certains effecteurs comme la forskoline in vitro. La

stimulation de ces deux isoformes requiert la présence de calmoduline. De plus, les ions

Ca2 peuvent inhiber les isoformes V et VI sans la calmoduline (Caldwell et al. 1992,

Choi et al. 1992, Cooper et al. 1995, tableau I). La PKC peut inhiber l’isoforme VI en

phosphorylant certains résidus du domaine N-terminal de la cyclase. En effet, la délétion

des résidus qui forment le domaine N-terminal (1-$6) abolit l’inhibition par la PKC (Lai

et al. 1999, Cooper DMF 2003). De plus, la PKA peut aussi diminuer l’activité de

l’isoforme V en la phosphorylant (Iwami et al. 1995).
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Tableau I. Distribution et régulation des différentes isoformes de l’adénylate cyclase

Isoforme Distribution Ca2 G,6y GiŒ
I Cerveau Stimulation Inhibition Inhibition
II Poumons, cerveau Aucun effet ? Aucun effet
III Epithélium olfactaire, pancreas Incertain Aucun effet ?
IV Ubiquitaire Aucun effet Stimulation Aucun effet
V Coeur, cerveau Inhibition Aucun effet Inhibition
VI Coeur, reins, ubiquitaire Inhibition Aucun effet Inhibition
VII Ubiquitaire Aucun effet Stimulation Aucun effet
VIII Cerveau, pancreas Stimulation ? Inhibition
IX Hypophyse, ubiquitaire Aucun effet ? ?

La distribution la plus abondante est indiquée. ? = n’a pas été vérifié.

Adapté de Caidwell KK et ai, 1992 et de Cooper DMF, 2003
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E. Voie de signalisation des MAPK (mitogen-activatedprotein kinases)

Les MAP kinases sont une famille d’enzymes qui forment un réseau intégré de

signalisation qui est requis pour diverses fonctions cellulaires comme la prolifération

cellulaire, la différentiation cellulaire et l’apoptose ( Kyriakis and Avruch 2001). Ces

protéines cytoplasmiques modulent l’activité d’autres protéines intracellulaires en

ajoutant un phosphate sur une sérine ou un thréonine de ces protéines. Jusqu’à présent,

plus de vingt isoformes de MAPK ont été découvertes (Hommes et al. 2003). Parmi ces

isoformes, il y a ERK 1 et ERK 2 (ERK 1/2). Les MAPK sont normalement inactives.

Pour être activées, les MAPK doivent être phosphorylées sur quelques résidus thréonine

et tyrosine. Cette phosphorylation se fait par des kinases des MAPK (MAPKK). Ces

MAPKK sont aussi activées par des kinases des MAPKK comme la phosphatidylinositol

3 kinase (PI-3-K) (figure 5). Une fois les MAPK activées, elles vont phosphoryler des

facteurs de transcription comme c-j un et c-fos présents dans le cytoplasme ou dans le

noyau afin d’activer la transcription des gènes (Lewis et al. 199$).

E.1 Signalisation par ERK 1/2

Le module ERK fut la première cascade de la voie des MAPK à être caractérisée. ERK

est impliqué dans la croissance cellulaire, la prolifération et la survie cellulaire. Il existe

deux isoformes de ERK, soit ERK 1 et ERK 2 qui sont aussi connues comme p42/p44

(Boulton et al. 1990, Boulton et al. 1991). L’activation de ERX 1/2 dépend des MAPKK

MEK1 et MEK2. ERK1/2 est importnat pour la survie. En effet, lorsque MEK1 est

inactivé dans des embryons de souris, l’embryon meurt (Pearson et al. 2001).
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II. Hypertension

Il est estimé que plus de 50 millions d’américains font de l’hypertension. L’hypertension

est définie comme étant une pression élevée chronique au-dessus de 140/90 mm Hg.

L’hypertension est néfaste pour la santé si elle n’est pas traitée à cause de ses effets sur

les vaisseaux, les fonctions rénale, cardiaque et cérébrale. En effet, environ 800 000

décès aux Etats-Unis chaque aimée sont attribués à l’hypertension. L’hypertension

constitue un problème scientifique complexe car dans 95% des cas, la cause de

l’élévation de la pression n’est pas connue (Lilly 2003).

A. Pression artérielle

Dans la plupart des mammifères, la pression artérielle moyenne est maintenue constante

entre 75 et 100 mm Hg. La pression artérielle varie grandement pendant chaque cycle

cardiaque. La pression la plus élevée est atteinte pendant la systole et elle est appelée

pression systolique. La pression artérielle atteint ses plus bas niveaux pendant la diastole

et est appelée pression diastolique.

B. Régulation de la pression artérielle

La pression artérielle est déterminée par le produit du débit cardiaque et de la résistance

totale périphérique (Marieb 1999). Le débit cardiaque est le produit du volume d’éjection

et de la fréquence cardiaque. La résistance totale périphérique est la force qui s’oppose à

l’écoulement du sang et elle résulte de la friction du sang sur la paroi du vaisseau. Trois

facteurs peuvent influencer la résistance périphérique, soit la viscosité du sang, la

longueur totale des vaisseaux et le diamètre des vaisseaux. Puisque le nombre de globules
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rouges ainsi que la longueur totale des vaisseaux sont normalement constants, c’est le

diamètre du vaisseau qui influence grandement la résistance totale périphérique. Une

augmentation d’une de ces valeurs, que ce soit le débit cardiaque ou la résistance totale

périphérique, augmentera donc la pression artérielle. La régulation de la pression

artérielle est essentielle afin de s’assurer d’un bon apport de nutriments et d’oxygène aux

tissus. C’est pour cela que l’organisme est pourvu de plusieurs mécanismes de régulation

qui agissent à court terme et à plus long terme (Marieb 1999).

B.1 Mécanismes de régulation à court terme

B.1.1 Reflexes déclenchés par tes barorécepteurs

Les barorécepteurs sont situés dans les sinus carotidiens et dans la crosse de l’aorte.

Comme leur nom l’indique, ils sont sensibles aux variations de pression artérielle.

Lorsque la pression artérielle s’élève, ces récepteurs sont étirés et ils transmettent des

influx nerveux de façon plus fréquente au centre vasomoteur. Les barorécepteurs des

sinus carotidiens transmettent leurs influx via le nerf gÏossopharyngien jusqu’au centre

vasomoteur, tandis que les barorécepteurs de la crosse de l’aorte transmettent leurs influx

via le nerf vague. Cette augmentation d’influx nerveux inhibe le centre vasomoteur. Le

centre vasomoteur est le centre nerveux qui régit les changements de diamètre des

vaisseaux sanguins. C’est un amas de neurones sympathiques situé dans le bulbe

rachidien. Le centre vasomoteur transmet des influx à un rythme constant le long des

fibres efférentes du système nerveux sympathique qui innervent la couche de muscle lisse

des vaisseaux sanguins afin de les contracter. Puisque le centre vasomoteur se trouve

maintenant inhibé, il y aura diminution de la contraction des vaisseaux et chute de la
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pression artérielle. Les influx provenant des barorécepteurs atteignent aussi le centre

cardiaque où il y a stimulation du système parasympathique et inhibition du système

sympathique. Ceci cause une baisse de la fréquence cardiaque et du débit cardiaque pour

aboutir à une baisse de pression artérielle. Le contraire se produit lorsque la pression

artérielle chute, c’est-à-dire diminution d’influx nerveux jusqu’au centre vasomoteur et

augmentation de l’activité du centre vasomoteur et plus grande vasoconstriction.

La fonction des barorécepteurs à action rapide est d’empêcher les variations de pression

soudaines qui se produisent lorsqu’on passe de la position assise à la position debout par

exemple. Le réflexe du sinus carotidien protège l’apport de sang à l’encéphale, tandis que

le réflexe de la crosse de l’aorte contribue à maintenir la pression artérielle dans

l’ensemble de la circulation systémique. Toutefois, les barorécepteurs sont inefficaces

face aux changements de pression prolongés comme en témoigne l’existence de

l’hypertension. Ils sont capables d’ajuster leur valeur de référence à un seuil plus élevé

que la normale (Marieb 1999).

B.1.2 Reflexes déclenchés par tes citimiorécepteurs

Les chimiorécepteurs sont localisés dans la crosse de l’aorte et dans le glomus carotidien.

Ils sont situés à proximité des barorécepteurs. Les chimiorécepteurs fonctionnent

essentiellement de la même façon que les barorécepteurs, c’est-à-dire en transmettant des

influx nerveux au centre vasomoteur, sauf qu’au lieu d’être sensibles aux variations de

pression, ils sont sensibles au pH et à la concentration d’oxygène sanguine. Lorsque la

teneur en oxygène ou le pH sanguin diminuent brusquement ou que les concentrations de
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gaz carbonique augmentent, les chimiorécepteurs transmettent des influx nerveux au

centre vasomoteur, provoquant une vasoconstriction réflexe. Cette vasoconstriction

réflexe accélère le retour de sang vers le coeur et aux poumons afin d’éliminer le gaz

carbonique et capter plus d’oxygène (Marieb 1999).

B.1.3 Mécanismes chimiques

À part des réflexes nerveux qui régulent les variations brusques de pression artérielle, il

existe plusieurs médiateurs chimiques qui agissent directement sur les CMLV ou sur le

centre vasomoteur. Parmi ces agents, les plus importants sont des hormones (Marieb

1999).

B.1.3.1 Hormones de ta médutta surrénale

En période de stress, la glande surrénale libère dans le sang la noradrénaline et

l’adrénaline, deux substances qui activent le système sympathique. La noradrénaline a un

effet vasoconstricteur, tandis que l’adrénaline augmente le débit cardiaque. Le résultat

final est une augmentation de la pression artérielle.

B.1.3.2 Peptide natriurétique auriculaire (PNA)

Les oreillettes du coeur produisent une hormone peptidique, soit le PNA qui est libéré

suite à la distension des oreillettes créé par l’augmentation de la pression artérielle

(augmentation du retour veineux et du débit cardiaque). Ce peptide stimule l’excrétion
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de sodium et d’eau, diminuant ainsi le volume sanguin et par conséquent, la pression

artérielle. De plus, le PNA produit une vasodilatation.

3.1.3.3 Hormone antidiurétique (ADH)

L’hormone antidiurétique est sécrétée par l’hypothalamus et elle diminue la diurèse

(formation d’urine). Elle est libérée en grande quantité lorsque la pression artérielle chute

de manière dangereuse comme dans une hémorragie. Elle provoque aussi une

vasoconstriction.

B.1.3.4Angiotensine II (Ang II)

L’Ang II est produite lorsque les reins libèrent de la rénine pour contrer une baisse de la

perfusion rénale. L’Ang II cause une vasoconstriction intense et stimule la libération

d’aldostérone. L’aldostérone provoque une rétention de sel et d’eau, ce qui augmente le

volume sanguin et la pression artérielle.

3.1.3.5 Monoxyde d’azote

Lorsque le débit sanguin s’accélère, il y a libération du monoxyde d’azote par les cellules

endothéliales des vaisseaux sanguins. Le monoxyde d’azote cause une vasodilatation.

3.2 Mécanismes de régulation à tong terme

Les barorécepteurs réagissent aux variations de pression artérielle transitoires et ils sont

capables d’ajuster leur seuil de normalité à un niveau plus élevé lorsqu’ils sont exposés à

des pressions élevées chroniques. C’est pour cela que notre organisme est pourvu d’un
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système de régulation à long terme qui joue sur le volume sanguin. Le volume sanguin

est régulé par les reins. Le volume sanguin est un déterminant important du débit

cardiaque car il influe sur la pression veineuse et le retour veineux au coeur et finalement

sur le volume d’éjection et par conséquent, la pression artérielle. Les reins contrôlent le

volume sanguin par un mécanisme direct et par un mécanisme indirect. Dans le

mécanisme direct, lorsque la pression artérielle ou le volume sanguin augmentent, la

vitesse à laquelle les liquides passent de la circulation sanguine aux tubules rénaux

augmente. Dans ce cas, les reins sont incapables de traiter le filtrat assez rapidement et il

y a plus de liquide qui passe dans l’urine et il y a donc une baisse du volume sanguin et

de la pression artérielle. Dans le mécanisme indirect, lorsque la pression artérielle

diminue, les cellules de l’appareil juxta-glomérulaire libèrent une enzyme appelée rénine.

La rénine se trouve ainsi dans la circulation sanguine et convertit 1’ angiotensinogène, un

peptide sécrété par le foie, en angiotensine I. L’angiotensine I est ensuite convertit en

Ang II par l’enzyme de conversion de l’angiotensine (ECA). Les effets d’Ang II ont été

discutés plus haut (Marieb 1999, Laragh 1992).

C. Conséquences de l’hypertension

L’hypertension non-traitée peut avoir des conséquences néfastes pour notre santé.

L’hypertension a des effets dévastateurs dans plusieurs organes comme le coeur, la

vasculature et les reins.

C.1 Conséquences pour te coeur

Une pression artérielle élevée augmente la tension dans la paroi du ventricule gauche.

Afin de normaliser la tension, le ventricule gauche s’hypertrophie afin de distribuer la
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tension sur une plus grande masse musculaire. Le ventricule gauche s’hypertrophie en

augmentant l’épaisseur. On appelle ce type d’hypertrophie, hypertrophie concentrique.

Toutefois, des conditions qui augmentent la pression artérielle en augmentant le volume

sanguin causent un autre type d’hypertrophie, soit l’hypertrophie eccentrique. Ce type

d’hypertrophie est caractérisé par un élargissement du volume du ventricule gauche sans

avoir une conséquence sur l’épaisseur de la paroi. Quoique au début l’hypertrophie est un

mécanisme d’adaptation, l’hypetrophie peut éventuellement mener à l’insuffisance

cardiaque.

C.2 Conséquences sur la vascutature

Une pression artérielle élevée peut éventuellement causer un éclatement de certains

vaisseaux (surtout les capillaires) à cause d’une plus forte pression qui s’exerce sur leur

paroi.

C3 Conséquences sur tes reins

Une pression artérielle élevée cause une hypertension rénale qui peut mener à

l’insuffisance rénale en causant des dommages à la vasculature rénale. Les CMLV

peuvent s’hypertrophier et les capillaires peuvent éclater. Par conséquent, les reins ne

sont plus capables de réguler le volume sanguin, ce qui contribue encore plus au maintien

de l’hypertension.

D. Traitements pharmacologiques de l’hypertension

Il existe plusieurs médicaments pour traiter l’hypertension. Ces médicaments sont utiles

lorsque des changements dans notre style de vie comme cesser de fumer, manger moins
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de sel, faire de l’exercice sont inefficaces pour réduire notre pression artérielle à une

valeur normale. Il existe plusieurs types de drogues anti-hypertensives qui sont divisés

selon leur mode d’action. La première classe est formée des diurétiques. Les diurétiques

sont des drogues qui agissent au niveau des tubules rénaux afin de diminuer le volume

sanguin en augmentant l’excrétion d’eau et de sel. D’autres drogues comme les agents

sympatholytiques agissent en bloquant le système nerveux sympathique. Ainsi, ces

drogues parviennent à diminuer la fréquence cardiaque et le débit cardiaque. D’autres

drogues comme les bloqueurs des canaux calciques causent une vasodilatation directe des

vaisseaux et diminuent ainsi la résistance périphérique totale. f inalement, il existe des

drogues qui agissent en bloquant le système rénine-angiotensine. Ces drogues incluent les

inhibiteurs de 1’ECA qui inhibent la formation d’Ang ii à partir de l’angiotensine I et les•

antagonistes AT1 qui empêchent l’Ang II de se lier à son récepteur et exercer ses effets.

Donc, il y aura une diminution de la contraction des vaisseaux et une augmentation de

l’excrétion de sel car il y aura diminution de la relâche d’aldostérone par Ang II (Lilly

2003).

E. Un modèle d’hypertension animal : Spontaneoasty Ityperteitsive rats (SHR)

L’hypertension peut être induite de façon expérimentale chez des animaux de plusieurs

façons. Par exemple, l’hypertension peut être induite en perfusant des animaux avec des

agents constricteurs ou en augmentant la quantité de sel dans leur diète. Par contre, ces

modèles d’hypertension ne sont pas de bons modèles d’hypertension spontanée qui est

analogue à l’hypertension essentielle humaine. C’est pour cela que le modèle SHR fut

créé. Le modèle SHR a été obtenu en croisant un rat mâle Wistar qui avait une pression
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artérielle élevée persistante avec une femelle Wistar avec une pression artérielle

légèrement supérieure à la moyenne pour obtenir la génération fi. Par la suite, deux rats

de la génération Fi qui avait une hypertension spontanée ont été croisés et ainsi de suite

afin d’obtenir une génération où 100% des rats développaient l’hypertension spontanée.

Les SHR sont caractérisés par une hypertension qui apparaît spontanément autour de 5

semaines et augmente avec l’âge. Le modèle $HR est donc un modèle génétique

d’hypertension analogue à l’hypertension essentielle humaine (Okamoto et Aoki 1963).

III. Stress oxydatif

Les espèces réactives oxygénées (ERO) forment une famille de molécules qui comprend

l’oxygène et ses dérivés. Ces molécules sont produites par le métabolisme aérobique

cellulaire et possèdent des propriétés oxydantes. L’oxydation est définie comme étant la

perte d’électrons d’une substance, tandis que la réduction est définie comme un gain

d’électrons par une substance. Des mécanismes de défense par des molécules

antioxydantes sont mis en place afin d’éliminer ces espèces lorsqu’elles sont produites

car une surproduction d’espèces réactives oxygénées est impliquée dans plusieurs

maladies. Le stress oxydatif est simplement une surproduction des ERO par rapport à leur

élimination. Toutefois, à de basses concentrations, ces molécules exercent des effets

physiologiques.

A. Structure chimique des espèces réactives oxygénées

Plusieurs ERO possèdent un électron libre et sont connus comme étant des radicaux

libres. Ces molécules sont l’anion superoxyde (02), l’anion hydroxyl (0W), le
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monoxyde d’azote (NO) et les radicaux libres lipidiques. D’autres molécules comme le

peroxyde d’hydrogène (11202), le peroxynitrite (0N00) et l’acide hypochlorique (HOCI)

ne sont pas des radicaux libres, mais possèdent des propriétés oxydantes. L’anion

superoxyde est l’espèce principale produite et sa production entraîne la production

d’autres ERO.

B. Sources de production des espèces réactives oxygénées

Les voies de production des ERO peuvent être enzymatiques et non enzymatiques. Il

existe plusieurs facteurs qui peuvent activer ces voies de production. Ces facteurs

incluent des facteurs vasoactifs comme l’angiotensine II et l’endothéline, le tabac et

certaines conditions pathologiques comme l’hypertension, le diabète et l’insuffisance

cardiaque.

B. 1 Cli aîne respiratoire mitochondriate

La mitochondrie est le siège du métabolisme oxydatif. Cette organelle est de forme

éllipsoïdale avec un diamètre autour de 0.5 im et une longueur de 1 11m. La mitochondrie

possède une chaîne de transport d’électrons qui achemine les électrons jusqu’à l’oxygène

afin de produire de I’ATP. La chaîne de transport d’électrons est formée de quatre

complexes protéiques (I à IV). Les électrons sont transportés du complexe I au complexe

II, du complexe II au complexe III et du complexe III au complexe IV, c’est-à-dire du

complexe avec le potentiel oxydo-réducteur le plus faible jusqu’au complexe avec le

potentiel oxydo-réducteur le plus élevé. 02 est le dernier accepteur d’électrons et il se

trouve dans le complexe IV. Les échanges du complexe I au III sont effectués par le
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coenzyme Q tandis que l’échange du complexe III au complexe IV s’effectue par le

cytochrome c (Voet et Voet 199$). Cette chaîne n’est pas parfaitement étanche et parfois

des électrons s’échappent et réagissent avec le complexe semi-ubiquinone de la

mitochondrie afin de former 02. La mitochondrie est la plus grande source d’anion

superoxyde.

B.2 NAD(P)H oxydase

La NADPH oxydase est une enzyme membranaire qui catalyse la réduction de l’oxygène

(02) pour former l’anion superoxyde en utilisant le NADH ou le NADPH comme

donneur d’électron (Griendiing et al. 2000) selon la réaction suivante:

NAD(P)H +20 > NAD(P) + H + 202

Cette enzyme est composée de 5 sous-unités dont 3 cytoplasmiques et 2

intermembranaires, qui varient de nature selon le type cellulaire. Par exemple, dans les

cellules endothéliales, il y a les sous-unités gp9lphox, p22phox, p47phox et p67phox

(Jones et al. 1996, Bayraktutan et al. 199$). Les cellules musclulaires lisses vasculaires

(CMLV) expriment p22phox, p47phox et rad, mais n’expriment pas gp9lphox

(Patterson et al. 1999, Ushio-fukai et al. 1996). La NAD(P)H oxydase est activée par

plusieurs facteurs comme l’angiotensine II (Griendling et al. 1994), par la thrombine

(Patterson et al. 1999) ainsi que le platelet-derived growth factor (Sundaresan et al.

1995). finalement, cette enzyme est la plus grande source de 02 dans des conditions

pathologiques.
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3.3 Xantltine Oxydase

La Xanthine oxydase est une enzyme qui catalyse l’oxydation de l’hypoxanthine en

xanthine dans la voie du métabolisme des purines. Elle agit en réduisant l’état

d’oxydation du NAD qui par conséquent aboutit à la production de 02. L’activité et

l’expression de cette enzyme sont augmentées par l’interféron-y (Dupont et al. 1992).

3.4 Nitric oxide Synthase endotheliale eNOS)

La eNOS est une enzyme cytoplasmique qui catalyse la formation du monoxyde d’azote

(NO) à partir de la L-arginine. Le monoxyde d’azote possède des propriétés

physiologiques importantes qui seront vues plus loin. Le bon fonctionnement de cette

enzyme requiert la présence d’un cofacteur, soit le tetrahydrobiopterin (BH4). Toutefois,

lorsqu’il y a une surproduction de ERO comme 02, 00N0 ou 0W, le 3H4 est oxydé en

BI-13 et la eNO$ est dans un état découplé. Dans cet état, la eNOS produit du 02 et du

H202 plutôt que du NO (Cai et Harrison 2000).

B.5 Source non enzymatique

Il existe aussi une source non enzymatique de production de ERO. En présence de

métaux de transition réduits (Fe2), le H202 peut réagir avec ces métaux pour former 0H

(Chance et al. 1979).
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C. Voies d’élimination des espèces réactives oxygénées

C.1 Superoxyde dismittase

La superoxyde dismutase (SOD) est une enzyme qui catalyse la conversion de l’anion

superoxyde en dioxygène et en peroxyde d’hydrogène selon les réactions suivantes:

M3 + 0 - M2 +02

M2 + 02 + 2J1 - M3 + 14202

Où M métal.

La SOD a été isolée de plusieurs organismes, des microorganismes jusqu’aux plantes et

animaux. Il existe quatre grandes familles de $OD qui sont divisées selon le cofacteur

métallique qui se trouve au site actif:

a) Les SOD au cuivre et au zinc (CuJZn-$OD)

b) Les SOD au fer (fe-SOD)

c) Les $OD au manganèse (Mn-SOD)

d) Les $OD au nickel (Ni-SOD).

Toutefois, cette dernière famille n’a été retrouvée que dans $treptomyces griseus et S.

coeÏicoÏor (Noor et al. 2002, Youn et al. 1996, Kim et al. 1996). Les SOD se retrouvent

dans le cytoplasme, dans le milieu extracellulaire ainsi que dans la mitochondrie. La Mn

SOD se retrouve uniquement dans la mitochondrie tandis que la Cu/Zn-SOD peut être

autant extracellulaire que cytosolique. Les SOD sont en général homotétramériques avec

un poids moléculaire autour de 135 000 Da sauf pour la Ni-SOD qui a un poids autour de

13 000 Da (Fridovich 1997).
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C.2 Molécules antioxydantes et autres enzymes

Les antioxydants sont des molécules qui, à de faibles concentrations, sont capables

d’interagir avec les ERO et de les empêcher d’oxyder d’autres molécules. Notre corps est

pourvu de ces molécules protectrices. Elles incluent la vitamine E, la ,6—carotène, la

vitamine C et le glutathion. Il y a aussi des enzymes autres que la SOD qui possèdent des

propriétés antioxydantes. Parmi ces enzymes, il y a la catalase et la glutathione

peroxydase, deux enzymes peroxysomiales, qui transforment le H202 en F120. La figure 6

résume les voies de production et d’élimination des ERO. En effet, 02 est produit à partir

de 02 par la NADPH oxydase, la xanthine oxydase et la chaîne respiratoire de la

mitochondrie. 02 est ensuite convertit en H202 par la SOD et 11202 est transformé en

H20 par la catalase et la glutathione peroxydase (Drôge, 2002).
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D. Effets physiologiques des espèces réactives oxygénées

Lorsque l’existence des ERO fut découverte, il y a 50 ans, les chercheurs croyaient que

ces molécules étaient néfastes et n’avaient aucun rôle biologique. Mais quelques années

plus tard, McCord et fridovich ont réussi à convaincre plusieurs collègues qu’en effet,

ces molécules sont importantes en biologie (McCord et fridovich 1969).

D. 1 Effets dans te système cardiovasctttaire

Dans le système cardiovasculaire, le monoxyde d’azote et l’anion superoxyde ont des

rôles physiologiques importants. Le monoxyde d’azote est produit par la nitric oxide

synthase endothéliale. Ce gaz diffuse ensuite vers les CMLV où il active la guanylate

cyclase soluble pour produire un second messager, le GMPc. Le GMPc cause la

relaxation des CMLV. Donc, le monoxyde d’azote est important dans le maintien du

tonus vasculaire (Dr5ge, 2002). Le monoxyde d’azote diminue aussi l’adhésion

plaquettaire sur les parois des vaisseaux contribuant ainsi à diminuer la formation de

plaques lipidiques qui pourraient aboutir à une ischémie ou à l’athérosclérose (Radomski

et al. 1987). L’anion superoxyde est aussi capable de médier la vasorelaxation des

CMLV à une faible concentration en activant la guanylate cyclase soluble dans ces

cellules (Mittal and Murad, 1977).

D.2 Effets dans le système immunitaire

Dans le système immunitaire, la production d’anion superoxyde et de peroxyde

d’hydrogène par les macrophages sert de mécanisme de défense contre les bactéries et

autres microbes. En effet, des souris qui ne peuvent exprimer les sous-unités gp9lphox
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ou p4-7 de la NAD(P)H oxydase, montrent une plus faible résistance à l’infection

(Dinauer et al. 1997).

D.3 Autres effets

La production des FR0 joue un rôle dans l’activation des cascades de signalisation de

plusieurs types cellulaires comme les fibroblastes, les cellules endothéliales, les

cardiomyocytes et les CMLV. Parmi ces voies de signalisation, il y a l’activation du

récepteur de l’insuline en absence d’insuline (fantus et al. 1989), l’activation de la voie

des MAPK (Abe et al. 1996) et la voie des protéines kinases C (Gopalarishna and

Anderson, 1989). L’activation de ces voies est impliquée dans le contrôle du cycle

cellulaire, le contrôle de la glycémie, l’apoptose, la prolifération et autres.

E. Effets pathologiques des espèces réactives oxygénées

En conditions physiologiques, la production et l’élimination des ERO sont des

phénomènes bien contrôlés par la cellule. À de basses concentrations, les ERO ont une

importance biologique. Mais parfois, des facteurs externes comme le tabac et les rayons

ultra-violets ou des facteurs génétiques font en sorte que la production des ERO excède

leur élimination. Ceci peut se faire soit par une suractivation des mécanismes de

production ou par une diminution de la capacité antioxydante de l’organisme. Une

surproduction des FR0 est néfaste pour l’organisme et aboutit à des pathologies graves.

Les ERO exercent leurs effets pathologiques de plusieurs façons. Un premier exemple

serait l’oxydation des protéines. Comme mentionné plus haut, les protéines peuvent

réagir avec des ERO. Lorsque les acides aminés sont oxydés par les ERO (oxydation de
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aminés et pourrait par conséquent changer la fonction de la protéine. Cette modification

par les FR0 pourrait aussi augmenter la susceptibilité de la protéine d’être dégradée

(Drôge, 2002). Les ERO ont aussi un effet similaire sur l’ADN. En modifiant la structure

de l’ADN par oxydation des bases, il y a risque de changer le taux d’expression de cette

molécule d’ADN qui pourrait amener à une surexpression de cet ADN et à la formation

de cancers.

Le stress oxydatif contribue aussi de façon significative à la genèse de maladies

cardiovasculaires comme l’athérosclérose et l’hypertension. L’athérosclérose est définie

comme étant un durcissement et une augmentation de l’épaisseur de la paroi d’une

artère. Le stress oxydatif, en oxydant les LDL (low-density hoprotéines) induit

l’expression de protéines kinases comme la focal adhésion kinase et la intercelÏular

adhesion rnoÏecule-] (Chien et al. 1998) qui peuvent augmenter l’adhésion des plaquettes

et des leucocytes. Après avoir adhéré à la paroi de l’artère, les leucocytes peuvent

pénétrer le vaisseau et se différencier en macrophages. Les macrophages formés vont, par

la suite phagocyter les LDL oxydés et deviendront ainsi des plaques lipidiques. La

formation de plaques lipidiques stimule la prolifération des CMLV et aboutit à la

formation d’une plaque d’athérosclérose fibreuse qui peut éventuellement bloquer

complètement l’artère et potentiellement causer la mort du tissu qui dépend de l’apport en

nutriments par cette artère et peut mener à un infarctus (LilÏy 2003).
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Il y a aussi de plus en plus de groupes de chercheurs qui pensent que le stress oxydatif

joue un rôle dans l’hypertension. En effet, O2 peut intéragir avec le monoxyde d’azote

pour former du ONOO. Par conséquent, il y a une diminution de la biodisponibilité du

NO. Puisque le NO est un vasodilatateur puissant, il y a diminution de la vasodilatation

des vaisseaux qui peut mener à l’hypertension. De plus, le 02 peut oxyder un cofacteur

essentiel au bon fonctionnement de la eNOS, soit le BFL. Lorsque le BH4 est oxydé en

5H3, la eNOS est dans un état découplé. Dans cet état, la eNOS produit du O2 et du F{202

plutôt que du NO (Cai et Harrison 2000). Toutefois, il n’est pas connu encore si le stress

oxydatif est une cause ou une conséquence de l’hypertension.

IV. Altérations du système Adénylate cyclase/AMPc dans l’hypertension

Des altérations dans le fonctionnement du système adénylate cyclase/AMPc sont

impliquées dans diverses conditions pathologiques comme l’hypertension (Triner et al.

1972), l’insuffisance cardiaque (feldman et aÏ. 1989) et le diabète (Lynch et al. 1989).

L’élévation de la pression artérielle dans l’hypertension essentielle est due à une

augmentation de la résistance périphérique des vaisseaux. Des changements structuraux

des vaisseaux, des mouvements des ions Ca2 anormaux et des changements dans le

métabolisme des nucléotides cycliques (AMPc) sont des mécanismes responsables de

cette augmentation de la résistance périphérique. Il a été suggéré que le système

adénylate cyclase/AMPc est un mécanisme biochimique qui participe à la régulation du

tonus vasculaire (Triner et al. 1972). Une diminution des niveaux d’AMPc dans les tissus

cardiovasculaires est impliquée dans la pathogenèse de l’hypertension. Des études
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différentes ont rapporté qu’il y avait une augmentation (Triner et al. 1972), une

diminution (Ramanathan et Shubata 1974) ou aucun changement (Amer 1973) de

l’activité de l’adénylate cyclase dans les SHR. Une diminution de la stimulation par des

agonistes comme Ï’isoprotérénol, l’adénosine, l’épinéphrine, le glucagon, NAF et la

dopamine a été rapportée dans les coeurs (Anand-Srivastava 1988) et aortes (Anand

Srivastava 1992) de rats SHR, les rats hypertendus au sel du déoxycorticostérone

(DOCA-sait, Anand-$rivastava et al. 1993) ainsi que le modèle d’hypertension mie

kidney-one clip (IK-1C, Ge et al. 1999), c’est-à-dire 1 seul rein dont la circulation dans

l’artère rénale est diminué par une épingle, comparé aux rats contrôles. Par contre, une

augmentation de la stimulation de l’adénylate cyclase par Ï’isoprotérénoï a été observée

dans les plaquettes des SHR comparé aux rats contrôles Wistar-Kyoto (WKY, Anand

Srivastava 1993). De plus, une plus grande inhibition de l’activité de l’adénylate cyclase

par l’oxotremorine, le PNA et l’Ang II a été observée dans les coeurs et aortes des SHR,

des rats DOCA-sel et les rats 1K-1C comparés aux rats contrôles respectifs (Anand

Srivastava 1992, Anand-Srivastava 1993, Ge et al. 1999). La variation des réponses de

l’adénylate cyclase à ces hormones est due à un changement du nombre de récepteurs ou

de l’affinité de l’enzyme pour le récepteur (Limas et Limas 1978), à des changements

des niveaux des protéines G et à un couplage défectueux entre la protéine G et la sous-

unité catalytique de l’adénylate cyclase (Anand-Srivastava 198$).

Une augmentation de l’expression des protéines Gia-2 et GiŒ-3 ainsi que de leur ARNm

a été observé dans les coeurs et aortes des $HR comparé aux rats WKY, tandis que les

niveaux de G5Œ ne changent pas (Anand-Srivastava et al. 1991, Anand-$rivastava I 992).
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L’augmentation des protéines GiŒ précède l’apparition de l’hypertension chez les $HR

(Marcil et al. 1997). Des études montrent que le traitement des SHR avec du captopril, un

inhibiteur de l’ECA, réduit non seulement la pression artérielle, mais aussi l’expression

des protéines GiŒ-2 et GiŒ-3 vers les niveaux observés pour les rats WKY. Ces études

suggèrent que l’Ang II joue un rôle dans l’augmentation de l’expression des protéines

GiŒ-2 et GiŒ-3 dans l’hypertension (Pandey et al. 1996). Des résultats similaires ont été

obtenus chez le modèle d’hypertension 1K-1C (Ge et al. 1999). De plus, le traitement des

cellules AlO avec de l’Ang II a augmenté l’expression des protéines GiŒ-2 et Gia-3

laquelle a été restaurée vers les niveaux témoins par le losartan, un antagoniste du

récepteur ATI (Anand-$rivastava et Palaparti 2003). L’augmentation de l’expression des

protéines GiŒ-2 et GiŒ-3 médiée par l’Ang II a été atténuée par un inhibiteur de MAPK

suggérant un rôle de la voie des MAPK dans l’augmentation de l’expression des

protéines GiŒ-2 et Giu-3 médiée par l’Ang II (Ge and Anand-$rivastava 1998). Il est

connu que le stress oxydatif est augmenté dans les SHR (Wu et al. 2001), que 1’Ang II

augmente le stress oxydatif en activant la NAD(P)H oxydase (Griendling et al. 1994) et

que les niveaux d’Ang II sont augmentés dans l’hypertension (Jennemaitre et al. 1992). Il

est donc possible que le stress oxydatif joue un rôle dans l’augmentation de l’expression

des protéines Gia-2 et Gia-3 dans l’hypertension. De plus, la voie des MAPK est

impliquée dans l’augmentation de l’expression des protéines Gia-2 et Gia-3 induite par

l’Ang II (Ge et Anand-Srivastava 1998) et il est connu que les ERO activent la voie des

MAPK et que l’Ang II active la voie des MAPK. Donc, il est possible que le stress

oxydatif soit impliqué dans l’augmentation de protéines Gia-2 et GiŒ-3 en activant la

voie des MAPK.
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Mais comment une baisse des niveaux de l’AMPc peut-elle mener à une augmentation de

la contraction du muscle lisse? La contraction du muslce lisse est assurée par la chaîne

légère de la myosine lorsque celle-ci se trouve dans un état phosphorylé. La chaîne légère

de la myosine est phosphorylée par la kinase des chaînes légères de la myosine. Cette

kinase se retrouve sous deux formes, active et inactive. Lorsque la kinase des chaînes

légères de la myosine (MLCK) est phosphorylée, elle se retrouve dans un état inactif,

donc incapable de phosphoryler à son tour la chaîne légère de la myosine afin d’amorçer

la contraction du muslce lisse. La MLCK est phosphorylée par la protéine kinase A qui

elle, est activée par l’AMPc produit par l’adénylate cyclase (Voet et Voet 1998). Une

augmentation de l’expression des protéines Giu mène à une augmentation de l’inhibition

de l’adénylate cyclase, une diminution de la production de l’AMPc, une diminution de

l’activation de la protéine kinase A, une diminution de la phosphorylation de la MLCK,

une augmentation de la phosphorylation des chaînes légères de la myosine et

augmentation de la contraction.
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V. Objectifs

Le but de cette étude est d’examiner le rôle du stress oxydatif dans l’augmentation de

l’expression des protéines GiŒ2 et GiŒ-3 dans les $HR, un modèle d’hypertension,

comparé aux rats témoins WKY. De plus, il s’agit de vérifier si la voie des MAPK est

impliquée dans l’augmentation de l’expression des protéines GiŒ-2 et GiŒ-3 et si les

ERO sont responsables de l’activation de la voie des MAPK. Des CMLV de l’aorte de

rats SHR et WKY de 12 semaines ont été utilisées. L’effet des antioxydants N

acétylcystéine et diphénylèneiodonium sur l’expression des protéines GiŒ-2 et GiŒ-3 a

été vérifiée par immunobuvardage et l’effet de ces antioxydants sur l’activité de

l’adénylate cyclase sera aussi vérifié. De plus, l’effet d’un inhibiteur de la voie des

MAPK (PD9$059) sur l’expression des protéines GiŒ-2 et Gia-3 a été aussi examiné.

Finalement, l’effet des antioxydants sur l’activation de la voie des MAPK a été vérifié

par immunobuvardage en mesurant les niveaux de ERK 1/2 phosphorylées. Les

antioxydants utilisés, NAC et DPI, ont des mécanismes d’action différents. Le NAC est

simplement un « scavenger» de radicaux libres, tandis que le DPI est un inhibiteur de la

NAD(P)H oxydase. Ces deux antioxydants ont été utilisés afin d’attaquer plusieurs cibles

responsables de la production d’ERO.
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Abstract

We have previously shown an enhanced expression of GiŒ proteins in spontaneously

hypertensive rats (SHR) that precedes the development of hypertension. Since oxidative stress

has been shown to be increased in SHR, the present studies were undertaken to examine the role

of oxidative stress in enhanced expression of GiŒ proteins in SHR.Vascular smooth muscle celis

(VSMC) from 12 week-old SHR and their age-matched Wistar-Kyoto rats (WKY) were used for

the present studies. VSMC from SHR exhibited enhanced expression of GiŒ-2 and Gia-3

proteins as compared to age-matched WKY, however, the levels of Gsa were not different

between the two groups. Treatment of VSMC with antioxidants such as N-acetyl-L-cysteine

(NAC) or diphenyleneiodonium (DPI) for 24 hours decreased the enhanced expression of Gia-2

and GiŒ-3 proteins in a concentration-dependant manner in VSMC from SHR as determined by

immunoblotting. In addition, the enhanced receptor-dependant and -independent functions of

GiŒ proteins and diminished ftmctions of G5Œ proteins in SHR were restored to WKY levels by

NAC and DPI treatments. Furthermore, PD98059, a selective inhibitor of MAP kinase was able

to restore the enhanced expression of GiŒ proteins in VSMC from SHR towards WKY levels. In

addition, the enhanced activity of ERK1/2 in SHR as compared to WKY as demonstrated by

enhanced phosphorylation of ERK1/2, was also restored to WKY levels by NAC or DPI. These

resuits suggest that enhanced levels of GiŒ and associated functions in $HR may be attributed to

the enhanced oxidative stress present in SHR which exerts its effects through the MAPK

signalling pathway.

Key words:

Adenylyl cyclase, G proteins, oxidative stress, MAPK, vascular smooth muscle ceils,

spontaneously hypertensive rats.
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Introduction

Guanine nucleotide regulatory proteins (G proteins) are a family of GTP-binding

proteins that play an important role in the regulation of a variety of signal transduction

systems, including the adenylyl cyclase/cAMP system. Adenylyl cyclase system is

composed of three components: receptor, catalytic subunit, stimulatory (Gs) and

inhibitory (Gi) guanine nucleotide regulatory proteins (1,2). The stimulation and

inhibition of adenylyl cyclase by hormones are mediated by these two distinct G proteins

(Gs and Gi), which couple the receptor to the catalytic subunit. G proteins are

heterotrimeric and are composed of a, f and subunits. The Œ subunit is responsible for

binding and hydrolyzing GTP and confers specificity in receptor and effector interaction.

Molecular cloning has revealed four different forrns of GsŒ resulting from the differential

splicing of a single gene (3,4) and three distinct forms of GiŒ (Gia-1, GiŒ-2, GiŒ-3)

encoded by three distinct genes (5). Ail three forms of GiŒ are implicated in adenylyl

cyclase inhibition (5) and in activation of atrial K channels (6).

Gi protein and associated adenylyl cyclase signalling has been shown to be

implicated in a variety of cellular functions such as vascular permeability (7), salt and

water transport (2) and catecholamine release (9), all of which play an important role in

the regulation of blood pressure. Alterations of the levels of Gi proteins that result in the

impaired cellular functions lead to various pathological states such as hypertension.

These abnormalities have been reported in cardiovascular tissues from genetic models

(spontaneously hypertensive rats) and different models of experimentally induced

hypertensive rats (10-12). An increased expression of Gi proteins and Gi protein mRNA

in hearts and aortas from SHR and in hearts from deoxycorticosterone acetate (DOCA)
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sait hypertensive rats with estabiished hypertension has been reported (10-12). On the

other hand, the ievels of Gsu were shown to be unaltered in SHR (10,12). The increased

expression of GiŒ proteins precedes the development of hypertension in SHR (13). It has

also been reported that pertussis toxin treatment of prehypertensive rats allenuates the

development of high biood pressure in SHR by inactivating Gi proteins (14), suggesting

that the enhanced ieveis of Gi proteins that resuit in the decreased levels of cAMP and

associated ceiiular functions may be the contributing factors in the pathogenesis of

hypertension.

The leveis of various vasoactive peptides including angiotensin II (Angil) that

have been shown to be enhanced in hypertension may be responsible for the enhanced

expression of GiŒ proteins. This was supported by studies showing that treatment of SHR

with captopril, an antihypertensive drug that acts by blocking the angiotensin I converting

enzyme, decreased blood pressure and enhanced Gi protein levels (15). Furthermore,

Angil has been shown to increase the levels of Gi proteins in Al O smooth muscle ceils

(16), which was attenuated by losartan and a MEK inhibitor (17,1$). Angil aiso increases

oxidative stress by activating NADPH oxidase (19). An increased oxidative stress has

aiso been reported in SHR (20) and other cardiovascuiar diseases such as diabetes and

atherosclerosis (21,22). Taken together, it may be possible that increased oxidative stress

in SHR, through activation of MAPK activity, may be a contributing factor in enhanced

expression of Gi proteins and thereby hypertension. To examine this possibility, the

present studies were undertaken to determine the effect of antioxidant treatment on

MAPK activity, Gi protein expression and adenylyl cyclase signalling in vascular smooth

muscle celis from SHR and their age-matched control WKY rats.



47

Materials and methods

Materiats

3 -Isobutyl- 1 -methylxanthine (IBMX) was purchased from Aldrich Chemical

Corporation (Milwaukee, WI). N-acetyl-L-cysteine (NAC) was purchased from BDH inc.

(Toronto, Ontario, Canada). {Œ-32PJATP was purchased from Amersham Corp. (OakvilÏe,

Ontario, Canada). Antibodies AS/7, ECI2, RM/1 and monoclonal phospho-specific

Tyr204-ERK1/2 were from Santa Cruz Biotecbnology (Santa Cruz, CA). Myokinase (EC

2.7.4.3) and ail other chemicals used in these experiments were purchased from Sigma

Chemical Co. (St-Louis, MO).

Metltods

Cet! culture and incubation. Vascular smooth muscle celis (VSMC) from 12-weeks old

SHR and their age-matched WKY were cultured from aortas as described previously (23)

and were plated in 75 cm2 flasks and incubated at 37 °C in 95% air and 5% C02

humidffied atmosphere in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) (with glucose,

L-glutamine, pyridoxine hydrochioride and 110 mg/L sodium pyruvate) containing

antibiotics and 10% heat-inactivated bovine serum (fBS). The ceils were passaged upon

reaching confluence with 0.5% trypsin containing 0.2% EDTA and utilized between

passages 4 and 12. Confluent celi cultures were starved by incubation for 3 hours in

DMEM without FBS at 37°C. These ceils were then incubated in the absence or presence

ofNAC (20 mmol/L), DPI (10 tmol/L) or PD9$059 (10 jimol/L) for 24 hours. The cells

afier washing with ice-cold homogenizing buffer (TE buffer (10 mmol/L Tris-HC1, 1

mmol/L EDTA, pH 7.5)) were scraped in ice-cold homogenizing buffer with a rubber

policeman and collected in a homogenizing tube. Ceils were homogenized with a potter
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(10 strokes) and membranes were collected by centrifugation at 4 oc for 10 minutes at

2800 RPM and resuspended in buffer containing 10 mmol/L Tris-Hcl and 1 mmol/L

EDTA, pH 7.5. Homogenates were used for immunoblotting and adenylyl cyclase assay.

for MAPK studies, ceils were grown to confluence in 60 mm plates and incubated in

serum-free DMEM for 20 hours and then treated with NAC or DPI for 6 hours. These

celis were then washed twice with ice-cold phosphate-buffer saline (PBS) and lysed in

200 i1 of buffer (25 mmol/L Tris-HC1, pH 7.5, 25 mmol/L NaC1, 1 mmol/L Na

orthovanadate, 10 mmol/L Na fluoride, 10 mmoltL Na pyrophosphate, 2 mmol/L

benzamidine, 2 mmol/L ethylenebis(oxyethylenenitrolo)-tetraacetic acid, 2 mmol/L

ethylenediamine tetraacetic acid, 1 mmol/L phenylmethylsulfonyl fluoride, 10 ig/m1

aprotinin, 1% Triton X-100, 0.1% sodium dodecyl sulfate (SDS) and 0.5 ig/m1

leupeptin) on ice. The ceil lysates were centriftiged at 12 000 g for 10 minutes at 4 oc.

Supernatants were used for immunoblotting using monoclonal phospho-specific-Tyr204-

ERK1/2.

Adenytyl cyclase activity determination. Adenylyl cyclase activity was determined by

measuring [32PJcAMP formation from [Œ-32P]ATP, as described previously (10,11).

Briefly, the assay medium contained 50 mmol/L glycylglycine, pH 7.5, 0.5 mmol/L

MgATP, [Œ-32PJATP (1.5 X 106 cpm), 5 mmol/L MgC12 (in excess of ATP

concentration), 100 mmol/L NaC1, 0.5 mmol/L cAMP, lmmol/L IBMX, 2 mmol/L

phosphocreatine (CRP), 0.1 mmol/L EGTA, 10 jimol/L guanosine 5’-O-(3-

thiotriphosphate) (GTPyS) and an adenosine triphosphate (ATP)-regenerating system

consisting of 0.1 mg creatine phosphokinase/ml and 0.1 mg of myokinase/ml in a final

volume of 200 fiL. Incubations were initiated by the addition of the crude membrane
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preparations (20-30 11g) to the reaction mixture, which had been thermaÏly equilibrated

for 2 minutes at 37 °C. The reactions conducted in triplicate for 10 minutes at 37 oc were

terminated by the addition of 0.6 ml of 120 mrnol/L zinc acetate. cAMP was purified by

coprecipitation of other nucleotides with ZncO3 by addition of 0.5 ml of 144 mmol/L

Na2CO3 and subsequent chromatography by the double column system as previously

described (24). Under the assay conditions used, adenylyl cyclase activity was linear with

respect to protein concentrations and time of incubation. Protein concentration was

determined as described by Lowry et al. (25) with bovine serum albumin as standard.

Inimunobtotting. Immunobloffing of G proteins was performed as described previously

(11). Afier SDS-PAGE, the separated proteins were electrophoretically transferred to

nitrocellulose paper (Sigma) with a semidry transblot apparatus (Bio-Rad) at 15 V for 45

minutes. Afier transfer, the membranes were washed with PBS and were incubated in

PBS containing 5% dehydrated milk and 0.2% Tween 20. The following day, the blots

were washed in PBS containing 0.2% Tween 20 for 10 minutes and were then incubated

with antibody AS/7 (Santa Cruz) against GiŒ-2 (mouse) and antibody EC/2 against Gia-3

proteins or monoclonal phospho-specific-Tyr204-ERK1/2 in PBS containing 5%

dehydrated milk and 0.2% Tween 20 at room temperature for 90 minutes. The blots were

washed three times with PB$ containing 0.2% Tween 20. The antibody-antigen

complexes were detected by incubating the blots with goat anti-rabbït IgG (Bio-Rad) or

with goat anti-mouse (Santa Cruz) conjugated with horseradish peroxidase for 60 minutes

at room temperature. The blots were washed three times with PBS containing 0.2%

Tween 20 before reaction with enhanced chemiluminescence (ECL) Western blotting

detection reagents from Santa Cruz. Quantitative analysis of specific bands was
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performed by densitometric scanning of the films employing the enhanced laser

densitometer (LKB Ultro scan XL) and quantified using the gel scan evaluation software

(version 2.1) form Pharmacia (Quebec, Canada).

Statistical anatysis

Results are expressed as mean ± S.E.M. Comparisons between groups were made with

ANOVA in conjunction with the Newman-Keuls test. Results were considered significant

atavalueof F <0.05.
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Resuits

Gic protein levels

We have previously shown an increased expression of Gia-2 and GiŒ-3 proteins

in hearts and aortas of SHR compared to WKY while the levels of G5Œ were unchanged

(10, 12). To investigate if V$MC from aorta from $HR also exhibited enhanced

expression of GiŒ proteins as compared to WKY rats, the levels of GiŒ proteins were

determined by immunoblotting techniques using specific antibodies against GiŒ proteins.

As shown in figure 1, antibody AS17 detected a single protein of 40 kDa corresponding to

GiŒ-2 and antibody EC/2 detected a single protein of 41 kDa conesponding to GiŒ-3 in

VSMC from both $HR and WKY rats. However, the levels of immunodetectable GiŒ-2

and GiŒ-3 in VSMC from SHR were significantly enhanced by about 30% compared to

VSMC from WKY as determined by densitometric scanning. On the other hand, antibody

RM/1 against GsŒ recognized three bands at 45, 47 and 52 kDa corresponding to three

different isoforms of Œ subunits of Gs in both V$MC from $HR and WKY rats, however,

no significant difference in the levels of G5Œ were observed between the two groups.

Effect of antioxidants on Gict protein Expression

In order to investigate if the enhanced expression of GiŒ proteins in VSMC from

SHR is attributed to increased oxidative stress, the effect of antioxidant treatment on

GiŒ protein expression was examined. As shown in figure 2, the expression of GiŒ-2 and

GiŒ-3 proteins which was enhanced by about 30% in VSMC ftom SHR was restored to

control WKY levels by NAC and DPI. At 5 mM, NAC restored the enhanced expression

of GiŒ-2 by about 50% whereas a complete restoration was observed at 20 mmol/L NAC.

On the other hand, the enhanced expression of GiŒ-3 was restored to WKY levels at 5
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mmol/L NAC. $imilarly, DPI also restored the enhanced expression of GiŒ-2 and GiŒ3

towards control WKY levels in a concentration-dependant manner (figure 3). The

complete restoration of enhanced expression of GiŒ-2 and GiŒ-3 proteins to control levels

was obtained at 10 p.mol/L and 5 tmol/L DPI respectively.. However NAC and DPI did

flot have any effect on the Gia levels in V$MC from WKY rats.

Effect of autioxidants on receptor-independent functions

To examine if the enhanced levels of GiŒ-2 and GiŒ-3 proteins observed in

VSMC from SHR was also reflected in enhanced Gi functions, receptor-independent and

dependant functions of GiŒ. proteins were investigated. The receptor-independent

ftmctions of Gi were investigated by studying the effect of GTP?’S on forskolin (f$K)

stimulated adenylyl cyclase activity. The resuits shown in figure 4 indicate that GTP2S

inhibited forskolin-stimulated activity in a concentration-dependant manner in VSMC

from WKY and SHR. However, as reported earlier (10,14), the inhibition was

significantly greater in VSMC from SHR compared to V$MC from WKY rats. The

treatment of the celis with NAC (20 mmol/L) or DPI (10 imol/L) reversed the enhanced

inhibition of fSK-stimulated adenylyl cyclase activity by GTP?’S to WKY levels.

However, NAC or DPI were without effect on GTP?’S-mediated inhibition of forskolin

stimulated activity in VSMC from WKY rats.

Effect of antioxidants on receptor-dependent functions

The receptor-dependant functions were studied by examining the hormonal

inhibitions of adenylyl cyclase activity. f igure 5 shows the effect of antioxidants on

AngII-mediated inhibition of adenylyl cyclase activity in VSMC from SHR and WKY

rats. Angli that inhibits adenylyl cyclase activity through GiŒ regulatory protein inhibited
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adenylyl cyclase activity in VSMC from both $HR and WKY rats. However, the extent

of inhibition was greater in $HR as compared to WKY rats (40% vs 25%) and this

enhanced inhibition was restored to WKY levels by NAC and DPI. Similarly, C-ANP423

that interacts specifically with ANP-C receptor, inhibited adenylyl cyclase activity in a

concentration-dependant manner in VSMC from WKY and SHR, however, as reported

earlier (14), the inhibition was greater in $HR as compared to WKY rats. For example,

C-ANP423 at 106 mol/L inhibited adenylyl cyclase by about 45% in $HR and 25% in

WKY. The enhanced inhibition of adenylyl cyclase activity by C-ANP423 was restored

towards control levels by NAC (figure 6A) and DPI (figure 6B), whereas NAC and DPI

were without effect on the hormonal-mediated inhibition of adenylyl cyclase activity in

WKY rats.

Effect of antioxidants on GTPyS-mediated stimulation of adenylyl cyclase activity

The effect of GTP?’S on adenylyl cyclase activity was also investigated in this

study. GTPS stimulated adenylyl cyclase activity in a concentration-dependant manner

in both groups, however, as reported earlier (10,14), the extent of stimulation was

significantly decreased in VSMC from $HR as compared to V$MC from WKY rats. At

i0 mol/L, GTP?’S augmented the adenylyl cyclase activity by about 40-fold in VSMC

from WKY rats compared to 25-fold in VSMC from SHR. However, the treatment of

celis from SHR with NAC or DPI resulted in the restoration of decreased stimulation of

adenylyl cyclase to control WKY levels, whereas these treatments had no effect on

GTPj’S-mediated stimulation of adenylyl cyclase activity in V$MC from WKY rats

(figure 7).
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Effect of antioxidants on hormonal stimu]ation of adenylyl cyclase activïty

We have previously shown a role of enhanced expression of GiŒ proteins in

modulating Gs-mediated functions in hearts and aorta from $HR and other models of

experimentally-induced hypertensive rats (10, 11, 14). To investigate if the increased

expression of GiŒ-2 and GiŒ-3 proteins in VSMC from SHR can also modulate Gs

mediated fttnctions in VSMC from SHR, the effect of isoproterenol on adenylyl cyclase

activity was examined. As shown in figure 8A, isoproterenol (50 t.imol/L) stimulated

adenylyl cyclase activity in V$MC from both SHR and WKY rats. However, the extent

of stimulation was significantly decreased in V$MC from SHR as compared to WKY rats

(1700% vs 750%). NAC or DPI treatment restored the decreased stimulation of adenylyl

cyclase activity in VSMC from SHR to WKY levels. In addition, sodium fluoride (Naf)

that stimulates the enzyme activity by receptor-independent mechanism also stimulated

adenylyl cyclase activity in VSMC from both SHR and WKY rats. The extent of

stimulation was however significantly decreased by 50% in VSMC from SHR and NAC

or DPI were able to restore the decreased stimulation towards WKY levels (figure $B).

Implication of MAPK pathway on enhanced expression of Gi protein expression in

SHR

We have previously shown the involvement of the MAPK pathway in Ang II

mediated enhanced expression of Gi proteins in Al O VSMC (17). $ince the levels of Ang

II have been shown to be increased in SHR (15), it was of interest to investigate if MAPK

is implicated in enhanced expression of GiŒ proteins in SHR. Figure 9 shows the effect of

PD98059, a selective inhibitor of MEK, on the enhanced expression of Gia-2 and GiŒ-3

proteins in VSMC from SHR. The levels of GiŒ-2 and GiŒ-3 as shown before, were
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increased in $HR and PD98059 at 10 imo1/L, restored the increased expression of GiŒ-2

and GiŒ-3 proteins to control WKY levels.

Effect of antioxidants on MAPK activity

To investigate if MAPK activity was also increased in SHR, the levels of

phospho-ERK1/2 were detected by using specific antibodies. As shown in figure 10,

phospho-specific-Tyr204-ERKY/2 antibody detected two proteins at 42 and 44 kDa

conesponding to ERK1/2 in VSMC from both SHR and WKY rats. The extent of ERK

1/2 phosphorylation was however increased by about 190% in VSMC from $HR

compared to WKY which was restored to control WKY levels by NAC and DPI

suggesting that the enhanced expression of Giu-2 and Gia-3 proteins in SHR is due to

increased activation of the MAPK signalling pathway.
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Discussion

We and others have previously shown an enhanced expression of GiŒ proteins in

hearts and aorta from SHR (10,12) and experimentally induced hypertensive rat (HR)

models, including DOCA-sait and one kidney-one clip (1K1C) HR (11,23). The

enhanced expression of GiŒ proteins occurs before the onset of hypertension (13,26) and

suggests that the enhanced expression of Gia proteins may be one of the contributing

factors in the pathogenesis of hypertension. This was further confirmed by our recent

studies showing that inactivation of enhanced expression of GiŒ proteins, by

intraperitoneal injection of pertussis toxin into 2-week-old prehypertensive SHR,

attenuated the development of high blood pressure in SHR (14), and suggesting that the

enhanced levels of Gi proteins that result in the decreased levels of cAMP and impaired

cellular functions may be the contributing factor in the pathogenesis of hypertension (14).

In the present studies, we report that VSMC from SHR also exhibited enhanced

expression of GiŒ-2 and GiŒ-3 proteins as compared to control WKY rats and the fact

that antioxidant treatment restored the enhanced levels of GiŒ proteins to control WKY

levels suggests the implication of oxidative stress in enhanced expression of GiŒ proteins

in SHR.

We have also previously shown that captopril treatment of SHR as well as 1K1C

hypertensive rats that also exhibited enhanced levels of GiŒ proteins, attenuated the

development of high blood pressure and enhanced levels of GiŒ proteins toward control

levels (15,23) suggesting the implication of Angli in augmented levels of GiŒ proteins,

which have been shown to be responsible for the pathogenesis of hypertension (15,23).

furthermore, Angli has been shown to increase the levels of GiŒ proteins in AlO VSMC
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which was restored to control levels by losartan treatment (16,1$). In addition, we have

also shown that AngII-induced increased expression of GiŒ proteins in VSMC was

attenuated by antioxidant treatment (unpublished data, 2004) which suggests the

implication of oxidative stress in AngII-induced enhanced levels of GiŒ proteins. In this

regard, Ang II has also been reported to increase oxidative stress in VSMC (27). Taken

together, it may be possible that the enhanced oxidative stress observed in VSMC from

$HR may be attributed to the enhanced levels of Angil. This notion is further

substantiated by our recent studies showing that enhanced production of superoxide anion

in VSMC from SHR was attenuated by losartan treatment (unpublished data, 2004).

The enhanced levels of GiŒ proteins in VSMC from SHR as compared to WKY rats

was also reflected in enhanced Gi fiinctions, as demonstrated by increased inhibition of

FSK-stimulated adenylyl cyclase activity by low concentrations of GTPy’S and enhanced

inhibition by Angil and C-ANP4..23. Antioxidants NAC or DPI that resuit in the

restoration of enhanced levels of Gia proteins to control levels also restored the C-ANP4..

23 and AngII-mediated enhanced inhibition of adenylyl cyclase activity and enhanced

inhibition of fSK-stimulated adenylyl cyclase activity by GTPS. Our results are in

accordance with the previous studies showing that captopril or losartan treatment of 1K-

1 C or L-NAME hypertensive rats that restored the enhanced levels of GiŒ proteins also

restored the enhanced Gi frmnctions to control levels (23, 28). furthermore, pertussis toxin

treatment of SHR, which inactivated and decreased the enhanced levels of GiŒ proteins

has been shown to decrease Gi functions and therefore increased formation of cAMP,

which contributes to the attenuation of hypertension.
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The decreased stimulation of adenylyl cyclase by GTP?’S in V$MC from SHR as

compared to WKY is in agreement with the studies reported earlier in $HR and other

models of hypertensive rats (11-14) and may not be attributed to GsŒ protein, because the

levels of G5Œ were not altered in SHR. As the f3y subunit has been reported to inhibit

adenylyl cyclase directly or indirectly through the inactivation of G5Œ-GTP (29), a role of

the E3ysubunit in eliciting the diminished stimulation of adenylyl cyclase in GTPS

cannot be ignored. On the other hand, the increased levels of GiŒ protein in SHR may

contribute to the attenuated stimulation of adenylyl cyclase by GTP2S. This is further

substantiated by our studies showing that restoration of the enhanced levels of Gia

proteins to control WKY levels by antioxidant treatments also restored the GTP7S-

mediated diminished stimulation of adenylyl cyclase to WKY levels.

We have previously reported the decreased stimulation of adenylyl cyclase by

stimulatory hormones, in hearts and aorta from SHR and other models of hypertensive

rats (10,14). In the present studies, we have shown that V$MC from aorta from SHR also

exhibited diminished stimulation of adenylyl cyclase by isoproterenol and Naf as

compared to control WKY rats which was restored to control levels by antioxidants

treatment. The attenuated stimulation of adenylyl cyclase by isoproterenol in $HR may

be attributed to the downregulation of f3-adrenergic receptor (30), defective coupling

and/or an impaired catalytic subunit of adenylyl cyclase system (31). $ince no alterations

in the levels of GsŒ proteins were observed in VSMC from SHR, the decreased

stimulation of adenylyl cycles by isoproterenol cannot be explained by GsŒ. The fact that

antioxidants treatment that restored the enhanced levels of GiŒ proteins to control levels

restored the ability of isoproterenol and Naf to adenylyl cyclase activity towards control
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levels suggests the implication of GiŒ protein in attenuated stimulation of adenylyl

cyclase by isoproterenol and Naf in SHR. In this regard, the modulation of GsŒ fiinctions

by GiŒ has been reported by various investigators (29).

We have previously shown a role of MAPkinase pathway in Ang II-induced enhanced

expression of GiŒ proteins in Al O VSMC (17). In the present studies, we also report that

the enhanced expression of GiŒ proteins observed in VSMC from SHR may also be

attributed to increased activity of MAPK, because PD9$059, an inhibitor of MAPK

attenuated the enhanced expression of GiŒ proteins in $HR to control WKY levels. In

addition, we have also shown that VSMC from SHR also exhibited increased activity of

ERK1/2 as compared to V$MC from WKY rats. Our resuits are in accordance with the

studies of Kubo et al., who have also reported an increased activity of MAPK in V$MC

from aorta from 9-week-old SHR (32). In addition, aorta from SHR and DOCA-sait

hypertensive rats, stroke prone SHR and Ang II-inftised hypertensive rats have also been

shown to express enhanced activity of MAPK as compared to their respective control rats

(33-35). Taken together, it may be suggested that enhanced MAPK activity may be

responsible for the enhanced expression of GiŒ proteins in V$MC from SHR. We have

also reported that enhanced activity of MAPK in SHR was restored to control WKY

levels by antioxidants such as DPI and NAC, suggesting a role of oxidative stress in

enhanced activation of MAPK in SHR. In this regard, the increased oxidative stress as

demonstrated by enhanced production of superoxide anion has also been shown in VSMC

from SHR (unpublished observation).

The generation of reactive oxygen species (ROS) that increases oxidative stress has

been implicated in the pathogenesis of many vascular diseases such as hypertension,
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diabetes, atherosclerosis and vascular remodelling by several investigators (22,36,37).

The treatment of hypertensive rats with antioxidants has been shown to decrease the

blood pressure (3$). Wu et al. have shown that treatment of SHR with aspirin (100

g/kg/day) for 12 days decreased blood pressure and superoxide anion production (39).

However, the mechanism by which antioxidants decreased blood pressure has flot been

fully understood.

In conclusion, we have provided the first evidence that enhanced oxidative stress due

to either enhanced levels of Ang II or other factors increase MAPkinase activity which

resuits in the enhanced levels of Gi proteins and that by decreasing the levels of cAMP

and associated impaired cellular functions may be the contributing factor in the

pathogenesis of hypertension (Fig. 11). Thus, it may be suggested that antioxidant

treatment by decreasing oxidative stress and thereby MAPkinase activity resuits in the

attenuation of enhanced levels of Gi proteins and increased levels of cAMP which by

decreasing vascular resistance may contribute to the attenuation of blood pressure in

SHR.
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Footnotes

* This study was supported by a grant from the Canadian Institutes of Health Research
(MOP 53074)

** To whom correspondance should be addressed

Abbreviations: 1K1C, one kidney-one clip, Ang II, angiotensin II, cAMP, cyclic

adenosine monophosphate, C-ANP4..23 [des(Gln’8, $er’9, Glu20, Leu21, G1y22)ANP423-

NT-I2], Gi, inhibitory guanine nucleotide regulatory protein, Gs, stimulatory guanine

nucleotide regulatory protein, GTPyS, Guanosine 5’ O-(3-thiotriphosphate), SHR,

spontaneously hypertensive rat, VSMC, vascular smooth muscle ceils, WKY, Wistar

Kyoto rats.



67

Figure legends

Fïgure 1. Representative blot of G1Œ-2 (A), GiŒ-3 (B) and GsŒ (C) protein

expression in VSMC from 12 week-old WKY rats and SUR. Membrane proteins (30

pg) from SHR and WKY V$MC were separated by SDS-PAGE and transferred to

nitrocellulose, which was immunoblotted with specific antibodies against Gia-2, GiŒ-3

and GsŒ as described in “Methods”. Detection of G proteins was performed by using the

chemiluminescence (ECL) Western blotting detection reagents. The blots are

representative of tbree separate experiments.

Figure 2. Effect of N-acetyl-L-cysteine (NAC) on Gia-2 and GïŒ-3 protein

expression in vascular smooth muscle celis (VSMC) from 12 week-old SHR and age

matched WKY rats. Confluent VSMC from SHR and WKY rats were treated with 5-20

mmol/L NAC for 24 hours. Membrane proteins (30 pg) were separated and transferred to

nitrocellulose, which was immunoblotted with specific antibodies against GiŒ-2 (A) and

GiŒ-3 (B) as described in “Methods”. The blot is representative of five separate

experiments. The graphs show quantification of protein bands by densitometric scanning.

The resuits are expressed as percentage of WKYcontrol which has been taken as 100%.

Data are mean ± S.E.M (n=5). tp < 0.05 vs WKy <0.05 and ##p
< 0.01 vs SHR.



6$

Figure 3. Effect of diphenyleneiodonium (DPI) on GiŒ-2 and GÎŒ-3 protein

expression in vascular smooth muscle celis (VSMC) from 12 week-old SHR and age

matched WKY rats. Confluent VSMC from SHR and WKY rats were treated with 1-10

pmol/L DPI for 24 hours. Membrane proteins (30 pg) were separated and transferred to

nitrocellulose, which was immunoblotted with specific antibodies against GiŒ-2 (A) and

GiŒ-3 (B) as described in “Methods”. The blot is representative of five separate

experiments. The graphs show quantification of protein bands by densitometric scanning.

The resuits are expressed as percentage of WKYcontrol which has been taken as 100%.

Data are mean + S.E.M (n=5). <0.05 vs WKY <0.05 and ##p
< 0.01 vs SHR.

Figure 4. Effect of Jow concentrations of GTPS on forskolin-stimulated adenylyl

cyclase activity in vascular smooth muscle celis (VSMC) from 12 week-old WKY

and SHR. VSMC from SHR and WKY were treated with or without 20 mmolIL N

acetyl-L-cysteine (NAC) (A) or 10 pmol/L diphenyleneiodonium (DPI) (B) for 24 hours.

Membranes were prepared as described in “Methods” and adenylyl cyclase activity from

these membranes was determined in the presence of 100 pmol/L forskolin alone, taken as

100% and in the presence of various concentrations of GTP2S (10-13 mol/L — 1 0 molIL).

Adenylyl cyclase activities in the absence or presence of 100 pmol/L forskolin in pmoÏ

cAMP/mg protein per 10 minutes were 177.3 + 5.7 (basal) and 14 212.2 + 1202.6 (fSK)

for WKY, 104.3 ± 5.7 (basal) and 11154.7 + 987.1 (fSK) for WKY + NAC, 125.7$ +

7.5 (basal) and 12 566.7 ± 1333.7 (fSK) for WKY + DPI, 154.7 ± 9.7 (basal) and 8765.3

± 245.9 (f SK) for SHR, 127.44 ± 47.3 (basal) and 11 927.7 ± 572.4 (f SK) for SHR +
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NAC, 90.5 ± 7.5 (basal) and 11 091.8 ± 1556.1 (fSK) for SHR + DPI. Values are mean +

S.E.M of four separate experiments.
*p

< 0.05 vs WKY and <0.05 vs SHR.

Figure 5. Effect of Angil on adenylyl cyclase activity in vascular smooth muscle celis

(VSMC) from 12 week-old SHR and age-matched WKY rats. V$MC from WKY and

SHR were treated with or without 20 mmollL N-acetyl-L-cysteine (NAC) or 10 pmol/L

diphenyleneiodonium (DPI) for 24 hours. Membranes were prepared as described in

“Methods” and adenylyl cyclase activity from these membranes was determined in the

presence of 10 pmol/L GTP?’S alone (basal), taken as 100% and in the presence of i0

mol/L Angil. Enzyme activities in the presence of 10 prnol/L GTPyS alone in pmol

cAMP/mg protein per 10 minutes were 6575.6 + 501.8 for WKY, 4011.7 + 124.7 for

WKY + NAC, 4700.5 ± 343.6 for WKY + DPI, 4553.8 ± 276.4 for SIIR, 4786.1 ± 455.7

for SHR + NAC, 4978.5 + 199.7 for SHR + DPI. Values are mean ± $.E.M of six

seperate experiments.
p

<0.05 between indicated bars.

Figure 6. Effect of C-ANP423 on adenylyl cyclase activity in vascular smooth muscle

ceils (VSMC) from 12 week-old SHR and age-matched WKY rats. VSMC from

WKY and SHR were treated with or without 20 mmol/L N-acetyl-L-cysteine (NAC) or

10 pmol/L diphenyleneiodonium (DPI) for 24 hours. Membranes were prepared as

described in “Methods” and adenylyl cyclase activity from these membranes was

determined as in the presence of 10 pmol/L GTP2S alone (basal), taken as 100% and in

the presence of various concentrations of C-ANP4..23 (1012 mol/L _106 mol/L). Enzyme

activities in the presence of 10 pmol/L GTP’S alone in pmol cAMP/mg protein per 10
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minutes were $047.9 ± 678.9 for WKY, 5584.6 ± 534.1 for WKY + NAC, 5120.8 ±

251.3 for WKY + DPI, 4914.4 ± 616.73 for $HR, $253.4 ± 345.89 for $HR + NAC and

7145.6 ± 456.1 for SHR + DPI. Values are mean ± S.E.M of six seperate experiments.
*p

< 0.05 vs WKY and < 0.05 vs SHR.

Figure 7. Effect of GTPj’S on adenylyl cyclase activity in vascular smooth muscle

celis (VSMC) from 12 week-old SHR and age-matched WKY rats. V$MC from

WKY and SHR were treated with or without 20 mmol/L N-acetyl-L-cysteines (NAC) or

10 pmol/L dipelmyleneiodonium (DPI) for 24 hours. Membranes were prepared as

described in “Methods” and adenylyl cyclase activity from these membranes was

determined in the presence of various concentrations of GTPS (108 mol/L-105 mol/L).

Enzyme activities in pmol cAMP/mg protein per 10 minutes were 104.2$ ± 7.9 for

WKY, 98.56 ± 8.9 for WKY + NAC, 118.66 ± 17.32 for WKY + DPI, 95.13 ± 16.26

for SHR, 78.67 ± 6.56 for SHR + NAC and $7.54 ± 11.43 for $HR + DPI. Values are

mean ± $.E.M of four seperate experiments. < 0.05 vs WKY, SHR + NAC and SHR +

DPI.

Figure 8. Effect of isoproterenol and sodium fluoride (NaF) on adenylyl cyclase

activity in vascular smooth muscle cells (VSMC) from 12 week-old SHR and age

matched WKY rats. VSMC from WKY and $HR were treated with or without 20

mmol/L N-acetyl-L-cysteine (NAC) or 10 pmol/L diphenyleneiodonium (DPI) for 24

hours. Membranes were prepared as described in “Methods” and adenylyl cyclase

activity from these membranes was determined in the presence of 50 pmol/L
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isoproterenol (A) or 10 mM NaF (B). Enzyme activities in the presence of 10 pmol/L

GTP in pmol cAMP/mg protein per 10 minutes were 217.9 + 66.56 for WKY, 33 8.22 +

24.45 for WKY + NAC, 300.45 ± 55.32 for WKY + DPI, 225.45 ± 45.74 for SHR,

337.56 ± 78.11 for SHR + NAC, 267.56 ± 61.45 for SHR + DPI. Values are mean ±

S.E.M of four seperate experiments. <0.01 between indicated bars.

Figure 9. Effect of PD9$059 on GiŒ-2 and GiŒ-3 protein expression in VSMC from

12 week-old SHR and age-matched WKY rats. Confluent VSMC from SHR and WKY

rats were treated with 10 pmol/L PDO9$059 for 24 hours. Membrane proteins (30 pg)

were separated and transfened to nitrocellulose, which was immunoblotted with specific

antibodies against GiŒ-2 (A) and GiŒ-3 (B) as described in “Methods”. The

autoradiogram is representative of three separate experiments. Detection of Gi protein cx

subunit was performed with chemiluminesecence Western blotting detection reagents.

WKY levels were taken as 100%. Data are mean ± S.E.M (n=5). <0.05 compared with

WKY, <0.05 compared with SHR.

Figure 10. Effect of NAC and DPI on ERK 1/2 phosphorylation in vascular smooth

muscle celis (VSMC) from 12 week-old SHR and WKY rats. Confluent VSMC from

SHR and WKY rats were treated with 20 mmol/L N-acetyl-L-cysteine (NAC) or 10

pmol/L diphenyleneiodonium (DPI) for 24 hours. Ceil lysates were immunoblotted by

phospho-specific-Tyr204-ERK1/2 antibodies as shown on the top panel. Blots were also

analyzed for total ERK1/2 (bottom panel) as described in “Methods”. The blots are

representative of three separate experiments. Detection of p-ERK1/2 and total ERK1/2
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was performed with cherniluminescence Western blotting detection reagents. WKY

levels were taken as 100%. Data are mean + S.E.M (n=3). <0.001 vs WKY and

<0.001 vs SHR.

Figure 11. Schematic presentation of possible mechanisms involving Angil,

oxidative stress and MAPK in enhanced expression of Giu proteins in hypertension.
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Discnssion

Dans ces études, nous montrons qu’il y a une augmentation de l’expression des protéines

GiŒ-2 et GiŒ-3 dans les CMLV des $HR comparé aux CMLV des rats WKY tandis que

les niveaux de GsŒ demeurent inchangés. Ces études sont en accord avec des études

précédentes effectuées par notre laboratoire chez des rats WKY et SHR (Anand

Srivastava et al. 1991, Anand-Srivastava 1992) ainsi que dans d’autres modèles

d’hypertension comme le mode! DOCA-sel (Anand-Srivastava 1992) et 1K-1C (Ge et al.

1999). Nous avons utilisé des CMLV d’aortes de rats WKY et SHR de 12 semaines afin

de s’assurer que les rats sont hypertendus et qu’il y a augmentation de l’expression des

protéines GiŒ dans les CMLV de SHR. Une augmentation de l’expression des protéines

GiŒ est observée autour de la deuxième semaine de vie (Li et Anand-Srivastava 2002)

tandis que l’hypertension apparaît à six semaines.

L’augmentation de l’expression des protéines GiŒ-2 et Gia-3 dans les CMLV des SIIR a

été abolie lorsque celles-ci ont été traitées avec un antioxydant, soit NAC ou DPI,

suggérant que le stress oxydatif est un facteur contribuant à l’augmentation de

l’expression des protéines Gia-2 et GiŒ-3 dans les CMLV des SHR (fig 2 et 3, p 74 et

75).

Tel qu’attendu, l’augmentation de l’expression des protéines GiŒ-2 et Gia-3 a eu aussi

un effet sur l’activité de l’adénylate cyclase (fig 4-8, pp 76-80). En effet, nous avons

observé une augmentation de l’inhibition de l’adénylate cyclase stimulée par la forskoline
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en présence de faibles quantités de GTP)’S (un analogue non-hydrolysable du GTP, qui à

des faibles concentrations, active Gi, mais active Gs à de plus grandes concentrations)

dans les CMLV de SHR comparé aux CMLV des rats WKY comme décrit dans des

études antérieures (Anand-Srivastava et al. 1991, Anand-Srivastava 1992, Ge et al. 1999).

Ce phénomène peut être attribuable à une augmentation de l’expression des protéines Gi

puisqu’un antioxydant qui diminue l’expression des protéines Gic-2 et GiŒ-3 s’est aussi

avèré capable de restaurer l’inhibition par le GTPyS sur Fadénylate cyclase stimulée par

la forskoline vers des niveaux de WKY.

Nous avons aussi observé une augmentation de l’inhibition de l’adénylate cyclase par des

honnones inhibitrices comme l’AngII (fig 5, p 77) et le C-ANP4..23 (fig 6, p 7$, un

analogue du PNA) dans les CMLV de SHR comparé aux CMLV des rats WKY. Cette

observation est en accord avec des études précédentes effectuées par notre laboratoire

(Anand-Srivastava et al. 1991, Anand-Srivastava 1992, Ge et al. 1999). L’augmentation

de l’expression des protéines Gia-2 et Gia-3 semble être responsable de ceci parce que

lorsque des CMLV de SHR sont traitées avec un antioxydant, lesquels réduisent les taux

d’expression des protéines GiŒ-2 et GiŒ-3 à des niveaux témoins (fig 2 et 3, pp 74 et75),

l’augmentation de l’inhibition de l’adénylate cyclase par Angli et C-ANP423 est abolie.

De plus, nous avons observé une diminution de la stimulation de l’adénylate cyclase par

le GTP’S dans les CMLV de $HR comparé aux CMLV des rats WKY. Ces résultats sont

en accord avec des études préalables effectuées par notre laboratoire (Anand-Srivastava

et al. 1991, Anand-Srivastava 1992, Ge et al. 1999). L’augmentation de l’expression des
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protéines GiŒ-2 et GiŒ-3 semble être responsable de la diminution de la stimulation et

non les niveaux de Gsa car les niveaux de GsŒ ne changent pas. Les antioxydants NAC

et DPI ont été capables d’abolir la diminution de la stimulation par le GTPS dans les

CMLV des SUR.

La diminution de la stimulation de l’activité de l’adénylate cyclase par l’isoprotérénol

dans les CMLV des SHR comparé aux CMLV des rats WKY est consistante avec des

observations antérieures (Anand-$rivastava et al. 1991, Anand-Srivastava 1992, Ge et al.

1999) et peut être attribuable à la diminution du nombre de récepteurs (Limas et Limas

1978), une sous-unité catalytique de l’adénylate cyclase déficiente ou à un mauvais

couplage récepteur/protéine Gs/adénylate cyclase. Puisque les niveaux de Gsu ne sont

pas changés, il est fort probable que la diminution de la stimulation de l’adénylate cyclase

par l’isoprotérénol soit due à une augmentation de l’expression des protéines GiŒ-2 et

GiŒ-3. Cette hypothèse est soutenue par le fait que lorsque les CMLV de SUR sont

traitées avec un antioxydant, la réponse de 1’ adénylate cyclase à 1’ isoprotérénol retourne

au même niveau que les CMLV des rats WKY. Une diminution de la stimulation de

l’adénylate cyclase par le Naf dans les CMLV de SUR comparé aux CMLV des rats

WKY a aussi été observée et est aussi consistante avec des études préalables (Anand

Srivastava et al. 1991, Anand-Srivastava 1992, Ge et al. 1999). La diminution de la

stimulation est attribuable à une augmentation de l’expression des protéines GiŒ ou à une

sous-unité de l’adénylate cyclase défectueuse ou les deux. Puisque un antioxydant est

capable de restaurer les niveaux des protéines GiŒ et la stimulation de l’adénylate cyclase

par le Naf au même niveau que les CMLV des rats WKY dans les CMLV de SHR, il est
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suggéré que la diminution de la stimulation de l’adénylate cycÏase par Naf dans ces

cellules est attribuée à l’augmentation de l’expression des protéines GiŒ-2 et GiŒ-3. Bref,

tes stress oxydatif semble être un facteur contribuant à l’augmentation de l’expression des

protéines Gia dans les CMLV de SHR comparé aux CMLV des rats WKY.

Nous avons par la suite étudié par quel mécanisme le stress oxydatif contribue à

augmenter l’expression des protéines GiŒ dans les SHR. Une étude préalable à celle-ci

montre que la voie des MAPK est impliquée dans l’augmentation de l’expression des

protéines GiŒ induite par l’Ang II dans les cellules AlO (Ge et Anand-Srivastava 199$).

Puisque les niveaux de l’Ang II sont augmentés dans les SHR et que l’Ang II augmente

l’expression des protéines GiŒ ainsi que le stress oxydatif, nous avons étudié l’effet d’un

inhibiteur des MAPK sur l’expression des protéines GiŒ-2 et Gia-3 dans les CMLV des

SHR et WKY. Le PD9$059, un inhibiteur des MAPK, a aboli l’augmentation de

l’expression des protéines GiŒ-2 et GiŒ-3 observée dans les CMLV de SHR. Ce résultat

suggère que la voie des MAPK est possiblement impliquée dans l’augmentation de

l’expression des protéines Giu-2 et GiŒ-3 dans les CMLV de SHR. En effet, il y a une

augmentation de l’activation de la voie des MAPK dans les CMLV des SHR car il y a

une plus grande phosphorylation de ERK1/2. L’augmentation de l’activation de la voie

des MAPK a été abolie par le NAC et le DPI suggérant que les ERO activent la voie des

MAPK qui elle, induit une plus grande expression des protéines GiŒ-2 et Gia-3.
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Conclusion

Pour conclure, il y a une augmentation de l’expression des protéines GiŒ-2 et GiŒ-3 dans

les CMLV de SHR de 12 semaines comparé aux CMLV des rats WKY de même âge.

L’augmentation de l’expression des protéines GiŒ-2 et GiŒ-3 a eu un effet sur l’activité

de l’adénylate cyclase. En effet, il y a eu une plus grande inhibition de l’adénylate

cyclase par l’Ang II et le C-ANP423 dans les CMLV des SHR comparé aux CMLV des

rats WKY. Il y a eu aussi une plus grande inhibition par le GTPj’S de l’activité de

l’adénylate cyclase stimulée par la forskoline dans les CMLV de SHR. De plus, il y a eu

une diminution de la stimulation de l’adénylate cyclase par le GTP?’S, l’isoprotérenol et

le NaF dans les CMLV de SHR comparé aux CMLV de WKY. L’augmentation de

l’expression des protéines GiŒ-2 et GiŒ-3 ainsi que l’altération de l’activité de

l’adénylate cyclase ont été restaurés vers les niveaux WKY par les antioxydants NAC et

DPI. Ces résultats suggèrent que le stress oxydatif pourrait jouer un rôle dans

l’augmentation de l’expression des protéines Gia-2 et GiŒ-3 dans $HR. De plus, le

PD98059, un inhibiteur de la voie des MAPK a complètement inhibé l’augmentation de

l’expression des protéines GiŒ-2 et GicL-3 dans les CMLV. Aussi, il y a une plus grande

activation de ERK 1/2 dans les CMLV des $HR comparé aux CMLV des rats WKY et

cette activation a été rétablie vers les niveaux WKY par le MAC et le DPI. Bref, ces

résulats suggèrent que le stress oxydatif, via l’activation de la voie des MAPK, joue un

rôle dans l’augmentation de l’expression des protéines GiŒ-2 et GiŒ-3 dans les SHR.
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Perspectives

À la lumière de ces découvertes, plusieurs questions demeurent encore sans réponse. Est-

ce qu’il existe d’autres voies de signalisation utilisées par le stress oxydatif pour

augmenter l’expression des protéines GiŒ-2 et GiŒ-3 dans les $HR? En effet,

l’implication de la phosphatidylinositol-3 kinase (PI-3-K) dans l’augmentation de

l’expression des protéines GiŒ-2 et GiŒ-3 induite par l’Ang II a aussi été suggérée (Ge et

Anand-$rivastava 199$). Il serait intéressant de vérifier l’effet d’un inhibiteur de la PI-3-

K (wortmanine) sur l’expression des protéines GiŒ-2 et GiŒ-3 dans les CMLV de SHR.

De plus, il n’est pas encore coimu si le stress oxydatif est une cause ou une conséquence

de l’augmentation de l’expression des protéines GiŒ dans les SHR. Pour répondre à cette

question, il faudrait mesurer le stress oxydatif par le mesure de l’anion superoxyde dans

les coeurs et aortes de rats SHR néonataux et voir si le stress oxydatif est augmenté avant

ou après l’augmentation de l’expression des protéines GiŒ qui se fait autour de la

deuxième semaine de vie. Finalement, il serait intéressant de connaître l’effet des

antioxydants sur l’expression des protéines GiŒ dans des modèles d’hypertension non

génétiques comme le modèle DOCA-sel, 1K-1C ou un modèle d’hypertension induit par

infusion d’Ang II.
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