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SOMMAIRE 

L'Angiotensine II (Ang II) est une hormone peptidique impliquée dans la 

régulation de la pression artérielle et de l'équilibre électrolytique. En plus de ces 

effets physiologiques classiques, des études ont démontré que l'Ang II provoque une 

hypertrophie des cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV) de façon 

indépendante à ses effets sur la pression artérielle. La réponse hypertrophique est 

causée, entre autres, par une augmentation du taux de synthèse protéique dans la 

cellule (la synthèse protéique étant un élément précurseur de l'hypertrophie 

vasculaire). Ce mécanisme sert de marqueur pour qualifier et quantifier les effets 

hypertrophiques de l'Ang II sur les cellules cibles. Nos conditions expérimentales in 

vivo démontrent qu'effectivement, l'Ang II provoque une augmentation significative 

de la synthèse protéique dans les vaisseaux sanguins. 

Il est bien connu que l'Ang II exerce ses effets physiologiques par 

l'intermédiaire de deux sous-types de récepteurs (ATI  et AT2), en activant diverses 

voies de signalisation intracellulaires. L' administration d'un antagoniste sélectif des 

récepteurs ATi  (irbésartan) nous a permis de confirmer que la réponse hypertrophique 

observée dans les artères est dépendante de l' activation des récepteurs ATI. 

Des études in vitro ont démontré qu' au moins deux voies de signalisation, 

ERK-1/2 et P70s6K, sont directement reliées à la synthèse protéique induite par l'Ang 

II. Cependant, les mécanismes de signalisation aboutissant à cette réponse 

hypertrophique in vivo ne sont pas encore connus. L'objectif principal de cette étude 

est de déterminer la contribution de ces voies dans l'hypertrophie vasculaire induite 

par l'Ang II in vivo. L'administration de divers inhibiteurs sélectifs de ces voies nous 

a permis de déterminer leur implication essentielle dans l'hypertrophie vasculaire 

induite par l Ang II. En effet, nos résultats obtenus dans des conditions in vivo 

démontrent que l'Ang II stimule l' activité de ERK- 1/2 dans les CMLV et que 

l'administration du PD98059, un inhibiteur spécifique de l'activation de ERK-1/2, 

inhibe la synthèse protéique induite par l'Ang II, principalement dans l' aorte et le 

coeur. Pour sa part, le PP2, un inhibiteur sélectif des tyrosine kinases c-Src, inhibe la 

synthèse protéique induite par l'Ang 11 dans l' aorte, le mésentère et le cœur. De 
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même, l'administration de la rapamycine, inhibant l'activité de la P70s6K, inhibe la 

synthèse protéique induite par l'Ang II dans les trois tissus étudiés. À la lumière de 

nos connaissances, cette étude démontre pour la première fois, dans des conditions in 

vivo, qu'il existe une hétérogénéité vasculaire quant aux voies de signalisation 

empruntées par l'Ang II pour mener à l'hypertrophie. 

Bien que nos études démontrent un rôle des voies ERK-1/2, c-Src et P70s6K  

dans l'hypertrophie vasculaire induite par l'Ang II, il semble que le fait de bloquer 

plus en amont dans la cascade d'événements, soit au niveau du récepteur Kri, 

provoque une inhibiton beaucoup plus marquée de la synthèse protéique induite par 

l'Ang II. En conclusion, nos études ont permis de montrer la contribution des voies de 

signalisation dans l'hypertrophie vasculaire induite par l'Ang II, et qu'une inhibition 

au niveau des récepteurs ATi serait plus efficace qu'une inhibition au niveau des 

voies de signalisation de l'Ang II pour atténuer l'hypertrophie vasculaire tant au 

niveau des petites artères de résistance qu'au niveau des grosses artères. 
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L'étude des voies de signalisation peut s'avérer être très complexe étant donné 

qu'il s'agit d'un domaine de recherche assez récent, comportant encore plusieurs 

incertitudes quant à leurs mécanismes d'activation et leurs rôles physiologiques. C'est 

pourquoi l'élaboration de ce mémoire est structurée de façon à ce que les divers 

événements expliqués suivent un ordre logique. Ainsi, l'introduction débute par les 

caractéristiques des tissus pertinents à ce projet suivie par la description des signaux 

extracellulaires et intracellulaires pour finalement en arriver aux effets qui en 

découlent ainsi qu'a leur implication pathophysiologique. 

1.1 LES VAISSEAUX SANGUINS 

1.1.1 Structure des différentes couches cellulaires 
La paroi des vaisseaux du système cardiovasculaire est composée de différentes 

couches cellulaires distinctes successives (tuniques), chacune jouant un ou des rôle(s) 

spécifique(s). Les artères sont dotées de parois comprenant trois couches et d'une 

lumière (lumen) permettant la circulation sanguine. Ces couches sont, de l'intérieur 

vers l'extérieur du vaisseau, l'intima (tunique interne), la média (tunique moyenne) et 

l'adventice (tunique externe) (voir figure 1.1). 

L'intima est composée d'un revêtement endothélial (épithélium pavimenteux 

simple qui est continuellement en contact avec le sang), d'une membrane basale ainsi 

que d'une couche de tissu élastique nommée limitante élastique interne. 

L'endothélium est composé de cellules ayant une forme aplatie, d'apparence 

squameuse et agencées les unes aux autres sous forme de mosaïque; leur disposition 

varie selon leur emplacement et leur fonction. Les cellules endothéliales tapissent la 

surface interne du cœur, des vaisseaux sanguins et des vaisseaux lymphatiques, ainsi 

que la paroi des capillaires. L'épithélium adhère fermement au tissu conjonctif 

avoisinant par l'entremise de points d'attache à la membrane basale, qui est une 

mince couche extracellulaire composée d'un type spécial de collagène et de 

glycoprotéines. La membrane basale permet de maintenir l'épithélium en place et de 

le protéger des déchirures (1). 



 

TUNIQUE INTERNE 

 

Endothélium 

  

Membrane basale 

Limitante élastique interne 

TUNIQUE MOYENNE  

Muscle lisse 

Limitante élastique 
externe 

  

TUNIQUE EXTERNE 

 

    

Lumière 

Figure 1.1: Structure et composition des différentes couches 
cellulaires d'une artère (tiré de Tortora et Grabowski, 
1996). 

3 
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En plus de son rôle de barrière entre le sang et la média, l'endothélium sécrète 

une variété de substances vasoactives qui modifient le diamètre des vaisseaux 

sanguins. Ces agents sont le monoxyde d'azote (NO: vasodilatateur), les 

prostaglandines (PGI2: vasodilatateur ; PGH2  et TXA2: vasoconstricteurs), 

1'endothéline-1 (ET-1: vasoconstricteur), le peptide c-natriurétique (CNP: 

vasodilatateur), l'EDHF (endothelium-derived hyperpolarizing factor: vasorelaxant) 

et possiblement l'Angiotensine II (Ang II: vasoconstricteur) ainsi que la bradykinine 

(BK: vasodilatateur) (2). 

La couche intermédiaire que l'on nomme la média est la plus épaisse et la plus 

importante étant donné son rôle dans la réactivité vasculaire. Composée de tissu 

conjonctif, qui est formé, entre autres, de fibres élastiques jouant un rôle important 

dans la vasomotricité, la média est principalement composée de cellules musculaires 

lisses (CML) qui sont présentes dans les parois de tous les vaisseaux sanguins (sauf 

les capillaires). Les cellules de la média sont allongées de façon perpendiculaire à la 

lumière (un peu à la façon d'un beignet) et sont innervées par les branches 

sympathiques du système nerveux autonome (SNA). Le nombre de couches de CML 

dans la média diminue proportionnellement avec le diamètre du vaisseau. Par 

exemple, un vaisseau de 300 tm possède six couches de CML (3) alors qu'une 

artériole de 30-50 µ,m n'en possède qu'une seule (4, 5). Leur membrane cellulaire est 

liée en plusieurs endroits, permettant ainsi qu'une force générée dans une fibre 

musculaire puisse être transmise à la fibre adjacente. Ces points de liaison permettent 

aux ions de circuler librement d'une cellule à l'autre, permettant le passage d'un 

potentiel d'action et provoquant la contraction synchronisée des fibres musculaires 

(6). Les CML ont un cytoplasme constitué d'une quantité importante de myofilaments 

spécialisés dans la contraction cellulaire, incluant des isoformes spécifiques de 

l'actine (f-actine) et de myosine. 

Des changements dans l'état contractile des CML provoquent des ajustements 

actifs dans le diamètre de la lumière vasculaire. En effet, la contraction du muscle 

lisse vasculaire est dotée d'un mécanisme de base (semblable aux autres types de 

muscles) qui comprend tout d'abord le développement d'une force et le 

rétrécissement des cellules dûs à l'interaction "cross-bridge entre les filaments 
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intracellulaires composés de myosine et d'actine (protéines contractiles). La force de 

l'interaction entre ces filaments (d'où la source d'énergie est l'ATP) est déterminée 

par les niveaux de concentration de calcium libre intracellulaire [Ca2 ]i; une 

augmentation de ces niveaux est accompagnée d'une dépolarisation de la membrane 

cellulaire. De plus, l'amplitude du développement de la tension active est influencée 

par la longueur initiale du muscle (7). Ceci étant dit, la média est donc la couche 

cellulaire la plus importante en terme de vasomotricité grâce à sa structure et à sa 

composition, conférant aux artères deux propriétés très importantes: l'élasticité et la 

contractilité. 

Il existe deux états de différentiation au niveau des cellules de la média. Le 

premier est le phénotype synthétique, caractéristique de la paroi vasculaire en phase 

de développement. Cet état de différentiation cellulaire est présent lors de la mise en 

culture primaire ou secondaire des CMLV, lors de la vasculogénèse chez le foetus, et 

de façon importante dans certaines pathologies du système cardiovasculaire (lésions 

athérosclérotiques, hypertrophie cardiaque et resténose post-angioplastie). Le 

phénotype synthétique se caractérise par des CMLV sensibles aux agents mitogènes. 

Le deuxième état de différentiation des cellules de la média est le phénotype 

contractile, caractéristique d'une paroi vasculaire considérée comme étant mature. 

C'est le cas des cellules en stade final de différentiation. Ces cellules ne migrent pas, 

sont relativement insensibles aux agents mitogènes et répondent aux 

vasoconstricteurs comme les catécholamines, l'ET et l'Ang II (8). Ces cellules sont 

spécifiquement impliquées dans la régulation de la pression sanguine pouvant ainsi 

contrôler le diamètre des vaisseaux sanguins. Toutefois, en raison de leur grande 

souplesse, elles peuvent, dans certaines conditions, se dédifférencier en un phénotype 

synthétique (8). 

Finalement, la limitante élastique externe (entourant la média) donne place à la 

couche la plus externe nommée adventice ou extema, principalement composée de 

fibres élastiques et de fibres de collagène. Leur disposition en faisceaux leur confère 

une force considérable ainsi qu'une bonne résistance à la traction, tout en permettant 

une certaine souplesse. Elles permettent à l'adventice d'exercer un rôle de support 

externe. 
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1.1.2 Arbre et spécialisation des vaisseaux sanguins 
Le système cardiovasculaire est formé d'un réseau comprenant différents types 

de vaisseaux sanguins suivant une forme arborescente. Ces segments vasculaires 

consécutifs se distinguent entre eux par leurs dimensions physiques, leurs 

caractéristiques morphologiques ainsi que par leurs fonctions. Ce système comprend 

les artères, les artérioles, les capillaires, les veinules et les veines (9). 

1.1.2.1 Gros vaisseaux 
Pour des fins pratiques, les vaisseaux sanguins du système artériel peuvent être 

divisés en deux groupes principaux, le premier étant celui des gros vaisseaux de 

diamètre interne (d.i.) supérieur à 300 µm. Parmis ceux-ci, ce sont les artères qui 

possèdent les parois les plus épaisses, contenant, en plus du muscle lisse, une masse 

importante de fibres élastiques et de fibres de collagène. La fonction principale des 

artères est de transporter le sang, sous forte pression, du cœur jusqu'aux artérioles et 

capillaires (6). De plus, deux propriétés très importantes caractérisent les artères: 

l'élasticité et la contractilité. Comme le cœur se contracte et se relâche 

successivement, la vitesse du flux sanguin est irrégulière. La grande flexibilité des 

grosses artères leur permettent de tamponner les changements de pression en s'étirant 

lors de la systole et en regagnant leur géométrie lors de la diastole. Ces artères que 

l'on qualifie d'élastiques constituent un système permettant de réduire la pression 

pulsée. Il s'agit de l'aorte et du tronc artériel brachio-céphalique, de la carotide 

primitive, de l'artère sous-clavière, de l'artère vertébrale et des artères iliaques 

primitives. Ce premier groupe de vaisseaux comprend aussi les artères musculaires 

qui, comme leur nom l'indique, contiennent surtout des fibres musculaires et 

distribuent le sang aux diverses parties de l'organisme. Leur média contient plus de 

tissu musculaire que de fibres élastiques, et assure une meilleure vasoconstriction et 

vasodilatation pour ajuster le volume sanguin convenant aux besoins de la structure 

irriguée. Les artères musculaires ont un diamètre supérieur à 300 µm et comprennent 

les artères mésentériques, brachiales, radiales, intercostales, spléniques, fémorales, 

poplitées et tibiales. 
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1.1.2.2 Petits vaisseaux 
Les vaisseaux sanguins appartenant au second groupe du système artériel sont 

les petits vaisseaux qui ont un diamètre interne inférieur à 300 lam. Plus précisément, 

il s'agit des petites artères (150-300 ium) et des artérioles (< 150 Jim), ces dernières 

n'ayant qu'une seule couche de CML (10). Leur média contient surtout des CML et 

très peu de fibres élastiques, alors que leur adventice est composé principalement de 

fibres élastiques et de collagène. La paroi des artérioles étant principalement 

composée de fibres musculaires, elle leur permet de se fermer complètement ou de se 

dilater, permettant ainsi de modifier le flux sanguin se rendant aux capillaires en 

réponse aux besoins des tissus. 

La résistance au flux sanguin est produite par la friction qui existe entre le sang 

et la paroi vasculaire. Ce phénomène dépend de différents facteurs dont: 1) la 

viscosité du sang, 2) la longeur totale du vaisseau et 3) le rayon moyen du vaisseau. 

Les deux premiers facteurs étant habituellement constants, ce sont les fluctuations au 

niveau du rayon vasculaire qui contribuent principalement à un changement de la 

résistance (2) (figure 1.2). Cette résistance au flux sanguin est prédominante au 

niveau des artérioles ainsi que dans les petites artères proximales telles que les artères 

pré-artériolaires (< 300 gm) (10, 11). 

Ne pouvant être mesurée directement, la résistance est calculée à partir des 

variations du débit sanguin et des modifications de la pression artérielle, suivant la 

formule où la pression est égale au produit du débit cardiaque (DC) et de la résistance 

périphérique totale (RPT) dans le vaisseau (pression = DC x RPT) (6). Par 

conséquent, la RPT se réfère à toutes les résistances vasculaires offertes par les 

vaisseaux sanguins systémiques. Les petites artères (artérioles et vaisseaux pré-

artériolaires) ont donc un rôle important à jouer dans la régulation de la résistance 

périphérique (10). 
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1.1.2.3 Les capillaires 
Les capillaires, étant des vaisseaux microscopiques formés d'une seule couche 

de cellules endothéliales séparant le sang du fluide interstitiel, sont situés entre les 

artérioles et les veinules. L'absence de muscle lisse rend ces vaisseaux inaptes à 

modifier leur diamètre de façon active (7). Toutefois, les capillaires forment de vastes 

réseaux de ramifications qui augmentent la région de surface pour la diffusion et la 

filtration, permettant ainsi un échange rapide de grandes quantités de nutriments et de 

déchets (fluides, électrolytes, hormones et autres) entre le sang et les cellules 

tissulaires (6). Les réseaux capillaires les plus importants se trouvent dans les organes 

où l activité métabolique est élevée (ex.: muscles, foie, reins, poumons et système 

nerveux) et qui nécessitent beaucoup d'oxygène et de nutriments. Lorsqu'un tissu est 

actif, comme dans le cas d'une contraction musculaire, le réseau de capillaires en 

entier se remplit de sang. Par ailleurs, dans les régions corporelles où l'activité 

métabolique est plus faible (ex.: tendons et ligaments), les capillaires sont beaucoup 

moins nombreux et le sang ne circule qu'à travers une partie limitée du réseau. 

Lorsque plusieurs capillaires s'unissent, ils forment de petites veines que l'on 

nomme veinules. Les veinules les plus rapprochées des capillaires ont une intima 

composée d'endothélium et une média comprenant à peine quelques fibres 

musculaires lisses éparpillées (2). À mesure que les veinules convergent pour former 

les veines, la composition de leur paroi se complexifie. 

1.1.2.4 Les veines 
Les veines sont essentiellement composées des mêmes couches que les artères, 

sauf que leurs parois sont beaucoup plus minces; elles contiennent beaucoup moins de 

tissu élastique et de muscles lisses, et beaucoup plus de tissu fibreux. Cette différence 

est surtout observable au niveau de leur média, formée d'une seule couche de cellules 

musculaires, ainsi qu'au niveau de leur lumière qui est notamment plus large que 

celle d'une artère de diamètre externe comparable (9). De plus, la pression sanguine 

moyenne est considérablement plus basse que celle retrouvée dans les artères. La 

paroi des veines est toutefois suffisamment extensible (souple) pour s'adapter aux 

variations du volume sanguin, permettant d'emmagasiner un surplus sanguin en plus 
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ou moins grande quantité, dépendamment des besoins de l'organisme (6). Rappelons 

que le rôle principal des veines est de ramener le sang de la périphérie vers le coeur. 

Par ailleurs, les parois des vaisseaux sanguins, qui ont besoin d'oxygène et 

d'éléments nutritifs comme tous les autres tissus de l'organisme, contiennent elles 

aussi des vaisseaux sanguins appelés vasa vasorum. Ces derniers sont des artérioles 

qui nourrissent la paroi des gros vaisseaux (12). Les vasa vasorum sont surtout 

présents dans les gros vaisseaux où les parois sont plus épaisses, permettant ainsi une 

meilleure diffusion des nutriments (13). 

1.2 L'ANGIOTENSINE II: STRUCTURE ET MÉTABOLISME 

1.2.1 Système rénine-angiotensine (SRA) 
Les reins possèdent plusieurs fonctions essentielles au bon fonctionnement de 

l'organisme. Ces derniers, plus précisément les néphrons, réabsorbent les substances 

dont l'organisme a besoin (glucose, acides aminés, ions et eau) et évacuent les autres 

(urée et acide urique, excès d'ions et d'eau). Les substances qui sont éliminées 

constituent l'urine, dont la formation comprends trois étapes: la filtration 

glomérulaire, la réabsorption et la sécrétion tubulaires. C'est au niveau de ces trois 

étapes que les reins (ou appareil juxtaglomérulaire) peuvent modifier le volume 

extracellulaire, contrôlant ainsi la pression artérielle. Cependant, les reins possèdent 

un autre moyen pour contrôler la pression artérielle dans tout l'organisme; il s'agit du 

système rénine-angiotensine (SRA). Le SRA est non seulement un système endocrine 

participant à la régulation de la pression artérielle et de l'équilibre hydro-sodé, mais 

aussi un système paracrine et autocrine (14). Les acteurs participant à cette cascade 

sont maintenant bien caractérisés (figure 1.3) (15). 
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Voir texte pour abréviations (modifié de Timmermans et al., 1993). 
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1.2.2. SRA circulant 
Le SRA présent dans la circulation sanguine implique la rénine, une enzyme 

glycoprotéique (aspartyl protéase) qui est synthétisée, stockée et libérée par les 

cellules rénales juxtaglomérulaires (16). La rénine clive l'angiotensinogène (une 

protéine plasmatique a2-globuline produite par le foie) en angiotensine I (Ang I), un 

décapeptide pharmacologiquement inactif. L'Ang I est ensuite clivé par l'enzyme de 

conversion de l'angiotensine (ECA, peptidyl-dipeptidase A ou kininase II), une 

protéase d'origine endothéliale retrouvée en très grande quantité dans les poumons. 

Cette dernière réaction provoque la formation de l'Ang II, un octapeptide actif qui se 

lie aux récepteurs à l'Ang II de sous-types ATi et AT2  sur les cellules cibles. L'Ang 

est un peptide de la classe des hormones vasoactives, qui comprend également les 

kinines, la vasopressine (AVP), le peptide natriurétique des oreillettes (ANP), le 

peptide vasoactif de l'intestin (VIP), la substance P et les catécholamines (17). Dans 

l'organisme, l'Ang II est rapidement transformée en Ang III, un heptapeptide qui, 

tout comme l'Ang II, stimule la sécrétion d'aldostérone, mais provoque une 

augmentation plus faible de la pression artérielle. 

L'Ang II circulant possède un temps de demi-vie très court (10 à 20 secondes) 

en raison de la présence d angiotensinases (peptidases ou protéases) qui clivent et 

inactivent l'angiotensine, produisant ainsi des fragments inactifs (18). La présence 

des angiotensinases ainsi que la désensibilisation réceptorielle font partie des 

mécanismes impliqués dans la cessation de leur activité (19). 

1.2.3 SRA tissulaire 
Malgré certaines évidences suggérant que l'Ang II est une hormone produite 

localement (20-22), il n'est pas encore connu si ceci est dû à la rénine tissulaire. En 

effet, toutes les composantes du SRA, sauf la rénine, semblent être synthétisés à 

l'intérieur des tissus. Des évidences plus récentes suggèrent que la rénine circulante, 

et non la rénine tissulaire, serait la source de production locale d'Ang II (23, 24). 

Comparativement au SRA circulant, le SRA tissulaire contient non seulement 

l'ECA mais aussi d'autres protéases locales comme les chymases (absentes chez le 
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rat), qui peuvent transformer l'Ang I en Ang II (18). De plus, le SRA local ou 

tissulaire semble être régulé à la hausse lors de maladies cardiovasculaires. Tel est le 

cas pour le remodelage ventriculaire et l'insuffisance cardiaque post-infarctus, où 

l'expression de l'ECA est augmentée. La participation de composantes tissulaires du 

SRA est importante pour les effets physiologiques de l'Ang II, comme l'ont démontré 

certaines études suggérant que 90 à 99% de l'ECA chez l'homme est d'origine 

tissulaire alors qu'a peine 1 à 10 % se retrouve dans la circulation sanguine (25). 

La formation de l'Ang II peut être bloquée à différents niveaux le long de sa 

cascade. Tout d'abord, il est possible d'inhiber l'activité de la rénine; toutefois, le 

développement des inhibiteurs de la rénine s'est avéré difficile et ceux-ci ne sont pas 

disponibles en clinique (26). Aussi, l'inhibition de l'activité de l'ECA a été une cible 

importante au cours des deux dernières décennies, faisant maintenant partie des 

nouvelles thérapies antihypertensives. Cependant, l'utilisation d'inhibiteurs de l'ECA 

(IECA) ne donne pas une réponse optimale. En effet, après une administration 

chronique d'IECA, les niveaux plasmatiques d'Ang II tendent à revenir à leurs taux 

initiaux (27). Par ailleurs, il a été démontré que certaines voies alternatives 

contribuant à une normalisation des niveaux d'Ang II provoquent la formation de 

l'Ang II plasmatique et plus particulièrement l'Ang II tissulaire (28). Une des voies 

possibles implique une chymase, une enzyme humaine (29). D'autre part, la 

formation de l'Ang II peut également être bloquée au niveau de la liaison de l'Ang II 

avec ses récepteurs spécifiques par une variété d'antagonistes peptidiques et 

nonpeptidiques (voir section 1.3.3). Il a été démontré qu'un antagonisme au niveau du 

récepteur ATI  est associé à une augmentation de l'activité plasmatique de la rénine, 

ainsi que des concentrations d'Ang I et d'Ang II (16). 
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1.3 LES RÉCEPTEURS DE L'ANGIOTENSINE II 
Les effets biologiques de l'Ang II sur le système cardiovasculaire dépendent de 

sa liaison à des récepteurs membranaires spécifiques. De nouveaux outils 

pharmacologiques et le clonage moléculaire ont permis de déterminer que l'Ang II se 

lie à au moins deux sous-types de récepteurs: ATi et AT2  (30, 31) (voir figure 1.4). 

La distribution tissulaire des récepteurs ATi  et AT2  est variable selon l'espèce et le 

stade de développement. Depuis une dizaine d'années, la mise en évidence de ces 

sous-types de récepteurs ainsi que le développement d'inhibiteurs spécifiques ont 

permis de préciser les rôles respectifs des récepteurs ATI  et AT2  dans la transmission 

des effets de l'Ang II. 

1.3.1 Récepteurs ATi 
Prédominant dans le système vasculaire, le récepteur de sous-type ATI  médie la 

grande majorité des effets physiologiques de l'Ang II (32), un fait clairement établi 

par des études utilisant divers bloqueurs ATI  (33, 34). Ces récepteurs possèdent une 

très forte affinité pour l'Ang II et sont couplés à plusieurs voies de signalisation dont 

celles des phospholipases C (PLC) (35, 36), l'activation des canaux calciques-

dépendants du voltage (33) et l'inhibition de l'adénylate cyclase (AC) (15). 

1.3.1.1 Clonage et structure 
Le clonage moléculaire des séquences nucléotidiques codant les récepteurs à 

l'Ang II a permis d'inclure les récepteurs ATI  à la grande famille des récepteurs à 

sept domaines transmembranaires (30, 31, 37). Deux séquences nucléotidiques codant 

deux récepteurs ATI  distincts sur deux gènes différents ont été identifiés chez le rat et 

la souris, subdivisant ainsi les récepteurs ATi en deux sous-types: ATIA  et ATiB  (38, 

39). Ces derniers n'existent cependant pas chez l'homme. Les deux isoformes du 

récepteur ATi  (ATiA  et ATIB) sont très semblables, partageant 95% d'homologie au 

niveau de leur séquence protéique. Aussi, les gènes codant pour les récepteurs ATiA 

et ATIB  seraient au nombre de trois chez le rat (40), et d'un seul pour le génome 

humain (41), la séquence codant pour le récepteur ATi  humain étant connue (42). 
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Le récepteur ATi  est constitué de 359 acides aminés et sa masse moléculaire est 

d'environ 65 lcDa chez le rat (43). 

1.3.1.2 Distribution tissulaire 
Chez l'homme et le rat, le récepteur ATi  est exprimé dans plusieurs tissus et 

organes comprenant l'aorte, les artères pulmonaires et rénales, le cœur, les poumons, 

les cortex rénal et surrénal, le cerveau et le foie. La distribution tissulaire des sous-

types ATiA et AT1B  a été étudiée chez le rat adulte grâce à des techniques de biologie 

moléculaire telle que l'hybridation in situ (44). Celle-ci a révélé que le récepteur 

ATiA  est principalement exprimé au niveau des vaisseaux (CMLV), dans certaines 

zones distinctes du cerveau, dans le glomérule du rein, les poumons, le foie et la 

glande surrénale. Le récepteur ATiA semble jouer un rôle important dans les actions 

rénales de l'Ang II. D'autre part, le récepteur AT1B  est synthétisé et exprimée au 

niveau de l'hypophyse, la zone glomérulée de la glande surrénale, le glomérule du 

rein et l'utérus des rongeurs (45-47). Peu d'informations existent concernant la 

fonction intra-rénale du récepteur AT1B. Des évidences récentes effectuées dans la 

circulation systémique suggèrent que le récepteur AT1B joue un rôle semblable à celui 

du récepteur ATIA  (48), toutefois, les fonctions rénales vasculaires ou tubulaires du 

récepteur AT1B  n'ont pas encore été explorées. 

1.3.2 Récepteurs AT2  
Mis à part son rôle important dans le développement (embryogénèse), il existe 

relativement peu de données sur la contribution du récepteur AT2  aux actions 

biologiques de l'Ang II, étant donné son faible degré d'expression comparativement 

aux récepteurs ATI  (49). Néanmoins, certains résultats préliminaires ont montré que 

le récepteur AT2  médie des effets anti-prolifératifs (50, 51). De plus, un rôle clé pour 

le récepteur AT2  a été suggéré par des études montrant qu'une augmentation de son 

expression est associée à certains états pathologiques du système cardiovasculaire 

comme le diabète (52), l'ischémie (53), et l'hypertension (54). Tel que montré par 

une étude effectuée sur un modèle d'hypertension dépendante de la rénine chez le rat 

(Renal Wrap Hypertension Model), le récepteur AT2  joue un rôle important dans 

l'hypertension rénovasculaire (55). 11 s'agit d'un nouveau mécanisme par lequel 
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l'activation du récepteur AT2  provoque une vasodilatation dite protectrice contre une 

augmentation additionnelle de la pression artérielle. Cet effet protecteur du récepteur 

AT2  serait médié par la production rénale de BK, de NO et de guanosine 

monophosphate cyclique (GMPc), et aurait donc un rôle important pour limiter ou 

freiner l'hypertension rénovasculaire (55). 

1.3.2.1 Clonage et structure 
Tout comme pour les récepteurs ATi, le clonage moléculaire des gènes codant 

pour le récepteur AT2  a confirmé son appartenance à la famille des récepteurs à sept 

domaines transmembranaires, leur principale caractéristique étant leur couplage aux 

protéines G (protéines qui lient le GTP) (56). Les séquences nucléotidiques codant 

l'unique récepteur AT2  ont été identifiées chez le rat (38, 39), la souris et l'homme 

(57). Le récepteur AT2  est codé par un gène unique chez l'homme, dont le produit est 

une protéine de 363 acides aminés correspondant à une masse moléculaire théorique 

de 41 I(Da. L'identité des séquences en acides aminés des récepteurs AT2  varie de 92 

à 99%. De plus, une comparaison entre la séquence du récepteur AT2  et celle du 

récepteur ATI  révèle une faible homologie, avec seulement de 33% de résidus 

identiques (voir figure 1.4) (58). Toutefois, les récepteurs ATi  et AT2  contiennent des 

séquences très conservées, susceptibles d'être impliquées dans la liaison du ligand. En 

dépit de ces homologies, le mode de signalisation du récepteur AT2  semble atypique, 

différent de la majorité des récepteurs à sept domaines transmembranaires qui sont 

couplés aux protéines G (RCPG). 

1.3.2.2 Distribution tissulaire 
Le récepteur AT2  est majoritairement présent lors des premiers stades de 

développement embryonnaire. Chez le rat, le récepteur AT2  est abondamment 

synthétisé dans les tissus mésenchymateux du foetus, dans certaines régions du 

cerveau, dans les glomérules rénaux en cours de maturation (59) ainsi que dans le 

cœur et l'aorte au cours des premières semaines après la naissance (60, 61) (62). 

Malgré ces études montrant que la synthèse du récepteur AT2  est plus restreinte chez 

l'adulte, une évidence plus récente effectuée par hybridation in situ suggère que 

l'ARNE, du récepteur AT2  est également détectable chez le rat adulte (au niveau des 
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tubules distaux et glomérulaires) (59). Aussi, la synthèse du récepteur AT2  est 

augmentée de façon significative au cours de divers processus tels que la cicatrisation 

cutanée (63), après désendothélialisation de la paroi vasculaire et au cours de 

l'hypertrophie ventriculaire gauche induite par une sténose de l'aorte thoracique 

(tableau 1.1) (64). 



Récepteurs ATi  Récepteurs AT2  

Structure 

Homologie 
inter-espèce 

7 domaines 
transmembranaires, 
359 acides aminés 

95% 

7 domaines 
transmembranaires, 
363 acides aminés 

92-99% 

Masse moléculaire 
théorique 

- 65 kDa =41 kDa 

Isoformes ATi A  ATis  

Espèces Rongeurs 
Homme 

Rongeurs Rongeurs, 
Homme 

Distribution - vaisseaux - hypophyse - foetus 
tissulaire (CMLV) - utérus - cerveau 

- rein - rein - rein 
- gl.surrénale - gl. surrénale - glom. rénaux 
- foie - coeur 
- poumon (en maturation) 
- cerveau 

Bloqueurs ou 
antagonistes 

- lrbésartan (BMS-186295) 
- Losartan (DuP753) 
- Valsartan 

- PD123319 

   

Tableau 1.1: Comparaison des sous-types de récepteurs à l'Ang 11 
(ATi  et AT2). Abréviations: gl:glande, glom:glomérule. 
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1.3.3 Antagonistes des récepteurs ATi et AT2 
Le développement d'antagonistes sélectifs aux récepteurs de l'Ang II a permis à 

la communauté scientifique d'acquérir de nouvelles informations non seulement sur 

les rôles de ce peptide, mais aussi sur l'implication des récepteurs ATI  et AT2  dans 

diverses situations pathologiques comme l'hypertension et l'insuffisance cardiaque 

(15). 

En utilisant différents antagonistes ATI, certaines études ont montré que 

l'activation du récepteur ATI  est une étape essentielle pour les effets vasculaires de 

l'Ang II (33, 34, 65). Il existe une variété d'antagonistes compétitifs des récepteurs 

ATi  tels que le losartan (DuP 753) (66, 67) et le valsartan (68). Cependant, dans ce 

mémoire, nous nous attarderons à un antagoniste plus récent: l'irbésartan (SR 

47436/BMS-186295) (69, 70), un tétrazole biphényle substitué non-peptidique. Cet 

antagoniste possède une grande sélectivité pour le récepteur de sous-type ATi (70), 

ainsi qu'un excellent profil pharmacocinétique apportant certains avantages par 

rapport aux autres agents de cette classe (71); par exemple, sa durée d'action est plus 

longue que le losartan et le valsartan. L'irbésartan induit une diminution de la 

pression artérielle chez les rats SHR (spontaneously hypertensive rats) (72), et est 

surtout reconnu comme étant un agent antihypertenseur cliniquement très efficace 

chez les patients hypertendus (73-76). 

D'autre part, l'activation des récepteurs de sous-type AT2  peut être 

sélectivement bloquée par le PD123319, un membre de la famille des tétrahydro-

imidazopyridines (15, 37, 77). Une étude effectuée chez des rats hypertendus, traités à 

l'Ang II, a montré qu'une inhibition chronique du récepteur AT2  n'a pas d'effet sur la 

pression artérielle, mais inhibe l'effet de l'Ang II dans l'hypertrophie artérielle (78). 

Cette étude suggère que les effets vasotrophiques de l'Ang II in vivo sont 

partiellement médiés via les récepteurs AT2  (78). 
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1.4 LES VOIES DE SIGNALISATION DE L'ANG 11 

1.4.1 Récepteurs AT, 
Dans les CMLV, la liaison de l'Ang II au récepteur ATI  déclenche l'activation 

d'une série complexe d'événements de signalisation intracellulaire impliquant des 

phospholipases et des protéine kinases. Il s'agit d'un processus multiphasique, où les 

événements intracellulaires ont lieu à différents intervalles de temps (secondes, 

minutes, heures, jours). Les cascades de signalisation de l'Ang II intègrent et 

propagent les signaux extracellulaires vers les compartiments intracellulaires 

impliqués, entre autres, dans le contrôle de la synthèse protéique. Comme l'ont 

démontré certaines études in vitro, il existe au moins deux voies de signalisation 

directement reliées à la synthèse protéique; il s'agit des voies ERK-1/2 des MAP 

kinases et la P70s6K  (79-8 1). Toutefois, les mécanismes précis de leur activation 

restent à être définis. La figure 1.5 illustre les différentes possibilités d'activation de 

ces voies de signalisation ainsi que les inhibiteurs pharmacologiques de certaines 

kinases impliquées. 

L'activation des voies de signalisation de l'Ang II a lieu par l'intermédiaire d'au 

moins deux classes de protéines G, soit Gq  et G. Ces protéines sont constituées de 3 

sous-unités polypeptidiques distinctes; la sous-unité a porte le site de liaison des 

nucléotides guanyliques (GDP et GTP) impliqués dans l'activation des effecteurs par 

la sous-unité a. En effet, la liaison d'un agoniste au récepteur ATi  induit un 

changement de conformation favorable à son interaction avec la protéine G, ayant 

pour conséquence de réduire son affinité envers le GDP. Cet état favorise la liaison 

du GTP et la dissociation de l'hétérotrimère en sous-unité a-GTP activé et dimère i3y, 

chacun régularisant directement l'activité des effecteurs (phospholipases). Le 

mécanisme le mieux documenté est l'activation de la phospholipase C (PLC) via la 

protéine Gaq  (82). Par ailleurs, les voies de signalisation dépendantes de Gi  ne 

semblent pas impliquées dans l'effet stimulant de l'Ang II sur la synthèse protéique 

dans les CMLV (83). 
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1.4.1.1 Voies des phospholipases 
Les phospholipases font partie d'une série d'enzymes impliquées dans le 

métabolisme des phospholipides, jouant un rôle important dans la formation des 

seconds messagers. La famille de PLC comprend au moins trois isoformes: la PLC-13, 

la PLC-y et la PLC-8 (84). Conventionnellement, les isoformes de la PLC-P sont 

régulées par les RCPG (comme le récepteur ATi) (84) alors que les isoformes y de la 

PLC sont régulées par les récepteurs de facteurs de croissance (85). Des études ont 

montré que suite à la liaison de l'Ang II au récepteur ATI, la protéine Gaq  active 

l'isoforme fE3 de la PLC (PLC*, une voie classique et bien caractérisée (86). En effet, 

la PLC-f3 provoque l'hydrolyse du phosphatidylinositol 4,5 bisphosphate (PIP2) (87), 

donnant lieu à la formation de deux seconds messagers, le premier étant l'inositol 

trisphosphate (IP3) et le second, le 1,2-diacylglycérol (DAG) (15, 39, 82, 88, 89). 

D'une part, 1'IP3  se lie à des récepteurs-canaux calciques spécifiques sur le réticulum 

sarcoplasmique pour libérer le Ca2+  des stocks intracellulaires [Ca2 ]i (90, 91). 

L' augmentation du [Ca2 ]i mène à une éventuelle contraction des CML (91). D'autre 

part, le DAG active à son tour des protéine kinases C (PKC) (92), qui regroupent 

différentes isozymes dont les sérine/thréonine kinases (93) soit dépendantes du Ca2+  

et du DAG (les PKC classiques comme la PKC-oc), soit indépendantes du Ca2+. Enfin, 

on retrouve aussi les PKC atypiques qui sont indépendantes du Ca2+  et du DAG pour 

leur activation (94). Chaque type cellulaire serait doté d'une combinaison de ces trois 

familles de PKC (95, 96). Mentionnons que l' activation des PKC par le DAG est 

impliquée dans de nombreux processus cellulaires tels que la régulation de 

l'expression génétique, la croissance et la différentiation cellulaires (97-99). Puisque 

nous n' avons pas spécifiquement documenté l'implication de cette voie dans ce 

travail, sa discussion ne sera pas approfondie. 

Des études subséquentes sont venues démontrer que l'Ang II stimule la 

phosphorylation en tyrosine de la PLC-yl dans les CMLV (100-102). La régulation 

des isoformes de la PLC-8 n'est pas encore connue, mais pourrait impliquer des 

changements dans les [Ca2+]. Tout comme la PLC-P, la PLC-y induit la formation 

d'IP3, qui stimule l'augmentation transitoire de [Ca2+]; (100), suivie d'un influx de 
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Ca2+  extracellulaire. Dans les CMLV, l'influx de Ca2+  extracellulaire est nécessaire à 

la contraction, à l'initiation de la synthèse d'ADN et à la prolifération cellulaire (103, 

104). De plus en plus d'évidences suggèrent que l'activité protéine tyrosine kinase 

pourrait moduler l'augmentation des [Ca2+]; déclenchée par la stimulation des RCPG 

(100, 105-107). 

Alors que la PLC-yl est régulée par son association avec (et sa phosphorylation 

par) des récepteurs ayant une activité tyrosine kinase intrinsèque, la PLC-f3 est 

l'isoforme requise pour les réponses aux protéines G. Cependant, certaines études 

indiquent l'absence de la PLC-13 dans les CMLV en culture (100, 108, 109), alors que 

les isoformes y et 8 y sont détectées. Ces notions ont apporté des doutes sur son rôle 

dans la formation d'IP3  après stimulation à l'Ang II (100). Le mécanisme par lequel 

le récepteur ATi, un récepteur à sept domaines transmembranaires ne possédant pas 

d'activité tyrosine kinase intrinsèque, puisse induire une phosphorylation rapide en 

tyrosine de la PLC-yl était encore mal compris. Toutefois, des études importantes 

plus récentes sont venues apporter de nouvelles connaissances à ce sujet, comme nous 

le verrons à la section suivante. 

1.4.1.2 La famille des tyrosine kinases Src 
Le schéma traditionnel d'activation des isoenzymes de la PLC-y impliquait une 

phosphorylation en tyrosine de la PLC-y par des facteurs de croissance (ex.: PDGF, 

EGF) (110). Cependant, des études récentes ont montré que la stimulation via le 

récepteur ATI  de la phosphorylation en tyrosine de la PLC-y et son activation dans les 

CMLV sont modifiées par un membre de la famille des protéines tyrosine kinases 

cytosoliques Src (102). Ces observations suggèrent que les membres de la famille Src 

auraient pour substrat la PLC-yl (111) et seraient potentiellement associés au 

récepteur ATI, ce dernier, rappelons-le, étant lié aux protéines G (112). Le récepteur 

ATI  est lui-même phosphorylé en tyrosine, et sa queue cytosolique carboxy-terminale 

peut servir de substrat in vitro pour divers membres de la famille Src (113). Il s'agit 

d'une découverte importante étant donné que contrairement aux récepteurs classiques 
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des facteurs de croissance, le récepteur ATI  n'a pas d'activité tyrosine kinase 

intrinsèque (100, 102, 108, 114). 

Les protéines tyrosine kinases cytosoliques activées par les récepteurs ATI 

comprennent les membres de la famille Src (pp60' ou c-Src, p59f" p561ek  et p62Yes) 

(113). Depuis quelques années, une importance particulière a été attribuée à cette 

famille qui semble être un médiateur important dans les événements de signalisation 

du récepteur ATi. Les tyrosine kinases Src sont exprimées dans plusieurs types 

cellulaires et possèdent différentes isoformes. Alors que trois membres de cette 

famille (Fyn, c-Src et Yes) sont exprimés dans la plupart des tissus, seuls Fyn et c-Src 

sont exprimés dans les CMLV (115). L'isoforme la mieux caractérisée est c-Src (60-

kD ou pp60 5 ) (116, 117). 

Les résultats de travaux importants permettent de considérer Src comme étant le 

candidat le plus probable pour l'activation de la PLC par le récepteur ATi. En effet, la 

c-Src provoque la phosphorylation en tyrosine ainsi que l'activation de la PLC-yl, 

menant à l'hydrolyse du PIP2  et à la formation de l'IP3  (100, 102, 118). Il a été 

démontré que l'administration par électroporation d'un anticorps anti-Src dans les 

CMLV inhibe la phosphorylation de la PLC-y et la formation d'IP3, suggérant un rôle 

critique de Src dans la signalisation de l'Ang II (102). De plus, la kinase c-Src serait 

responsable de l'activation de la PLC-yl, tel que démontré par une étude effectuée sur 

des plaquettes (119). Malgré ces évidences d'un lien entre Src et la voie reliant l'Ang 

II à la PLC-y (102), les éléments se trouvant entre le récepteur ATI  et Src ne sont pas 

encore connus. L'origine de l'activation c-Src pourrait possiblement impliquer de 

petites protéines G cytosoliques, ou encore le dimère 13y de la protéine G associée au 

récepteur ATI. 

Le développement d'inhibiteurs pharmacologiques des tyrosine kinases a 

permis d'effectuer une dissection rapide des voies de signalisation intracellulaires, et 

ce, en bloquant de façon spécifique un certain type ou une famille entière de tyrosine 

kinases. La génistéine est un inhibiteur efficace pour différents types de tyrosine 

kinases, provoquant une phosphorylation en tyrosine et empêchant la formation d'IP3  

en réponse à l'Ang 11 (102). Toutefois, cet inhibiteur est non-sélectif. 11 existe une 
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autre classe d'inhibiteurs sélectifs envers les tyrosine kinases de la famille Src; il 

s'agit des pyrazolopyrimidines PP1 et PP2. Certaines études ont montré que le PP1 

(CP-188,556) diminue sélectivement l'activité des kinases reliées à Src (pp60') 

(120, 121) sans inhiber l'activité d'autres kinases (ex.: récepteur à l'EGF) (122). 

Étant très apparenté au PP1, le PP2 s'est avéré être aussi efficace en terme de 

puissance. Même si le rôle exact de Src dans les effets trophiques de l'Ang II reste à 

être précisé, l'utilisation du PP2 permet de connaître son implication potentielle dans 

l'augmentation de la synthèse protéique induite par l'Ang II (121). 

1.4.1.3 Les MAP kinases 
Les MAP kinases (MAPKs) sont une famille de sérine/thréonine protéine 

kinases impliquées dans la croissance, la différentiation et la transformation 

cellulaires (123), ainsi que dans la synthèse protéique des CMLV (81), selon le 

stimulus et le type cellulaire. D'après la similarité de leurs séquences et leurs 

différents mécanismes d'activation, cette famille est divisée en trois sous-familles 

représentant les MAPKs les mieux caractérisées; il s'agit des "extracellular signal-

regulated protein kinases" (ERKs), des "Jun N-terminal kinases/stress-activated 

protein kinases" (JNK/SAPK) et de la p381\4AP1(  (124, 125). 

Nous allons donc amorcer l'explication de la cascade menant à l'activation de la 

voie ERK-1/2, la voie la plus connue et la plus étudiée des MAPKs. Certaines 

évidences suggèrent que Src serait à l'origine de l'activation de cette voie (126, 127). 

Il a été démontré que la liaison de l'Ang II au récepteur ATI  stimule (via Src) la 

phosphorylation en tyrosine, médiée par les RCPGq  (126), de la protéine adaptatrice 

Shc dans les CMLV (128-130). Ceci provoque la liaison de Shc avec le facteur Grb-2 

via son domaine d'homologie Src SH2 (128). Par la suite, Grb-2 s'associe au facteur 

échangeur de nucléotide guanylique, Sos, via ses domaines SH3 (131). Le facteur Sos 

stimule la libération de guanosine disphosphate (GDP) et son échange par le 

guanosine trisphosphate (GTP) pour la liaison sur Ras (p21Ras), une petite protéine G 

(132). Ensuite, la forme active de Ras (p21Ras-GTP) recrute une sérine kinase 

nommée Raf-1 à la membrane plasmique, et l'active par une phosphorylation en 

sérine et thréonine (133). 11 a déjà été montré que Raf-1, une MAP kinase kinase 
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kinase, est activée par l'Ang II (134, 135). Par la suite, la Raf activée provoque la 

phosphorylation en sérine et l'activation de MEK-1/2, une MAP kinase kinase activée 

par l'Ang II (134, 135). La MEK-1/2 est une kinase à double spécificité qui 

phosphoryle ERK-1 et ERK-2 (MAP kinases) sur leurs résidus thréonine et tyrosine 

(136). Ces dernières seront décrites à la section 1.4.1.3.2. 

1.4.1.3.1 Les voies p38mAPK  et JNK/SAPK 
Les deux autres familles de MAPKs les mieux caractérisées, soit la p38MAPK et 

les JNK/SAPKs (124, 125), sont activées de façon importante par des stress 

cellulaires ainsi que par des agonistes jouant un rôle important dans l'hypertension, 

comme l'Ang II. Comme pour ERK-1/2, la p38 et les JNK/SAPKs requièrent une 

phosphorylation en tyrosine et thréonine pour leur activation (137). Certaines 

cytokines proinflammatoires et stress cellulaires communs provoquent l'activation de 

p38 et JNK/SAPKs tels que la lumière UV, les chocs osmotique et thermique, 

l'étirement cellulaire et les forces de cisaillement (125, 138, 139). Cependant, il existe 

des différences dans les mécanismes d'activation de ces kinases. Par exemple, une 

ischémie rénale seule est insuffisante pour activer les SAPKs qui sont activées par la 

reperfusion d'un rein ischémique (140, 141). Par ailleurs, la p38 est activée lors d'une 

phase d'ischémie (rénale et cardiaque), mais son activité diminue lors de la 

reperfusion (140, 142). 

Bien que la p38 et les JNK/SAPKs ne semblent pas être impliquées dans la 

transmission des signaux mitogènes, ces voies pourraient permettre une meilleure 

compréhension de la pathologie des parois vasculaires, étant donné qu'elles 

transmettent des signaux inhibiteurs de la croissance ou apoptotiques. Elles pourraient 

être en partie responsables de l'induction du phénotype hypertrophique dans 

différents types cellulaires (143). Toutefois, étant donné que ces voies ne sont pas être 

impliquées dans la synthèse protéique, nous ne poursuivrons pas leur discussion. 

1.4.1.3.2 Les ERKs et mécanismes traductionnels 
Les ERKs sont les MAPKs les plus étudiées et les mieux caractérisées. Ces 

kinases font partie de la superfamille de sérine/thréonine protéine kinases 



29 

omniprésentes, représentées par deux isoformes: ERK-1 (p44maPk) et ERK-2 

(p42'). Certains chercheurs ont démontré que les ERK-1/2 peuvent être rapidement 

activées, via la cascade d'activation décrite précédemment (144), suite à une 

stimulation des récepteurs membranaires (ayant une activité tyrosine kinase 

intrinsèque) ou par les RCPG (144-146) incluant les récepteurs à l'Ang II (135, 147, 

148). Il est connu que l'Ang II stimule puissamment l'activité enzymatique de ERK-

1/2 dans les CMLV et autres cellules cibles (80, 149). 

L'activation des MAPKs semble être une étape importante dans la transmission 

intracellulaire des signaux de croissance se rendant jusqu'au noyau. Des études in 

vitro ont démontré que la voie ERK-1/2 des MAPKs est directement liée à la synthèse 

protéique induite par l'Ang II dans les CMLV (81, 148). La voie ERK-1/2 aurait 

également un rôle à jouer dans la croissance, la différentiation ainsi que la division 

des CMLV (123, 150, 151). Cependant, les mécanismes d'activation aboutissant à ces 

effets cellulaires ne sont pas encore bien compris. On sait toutefois que les ERKs 

phosphorylent plusieurs protéines cellulaires telles que la kinase qui phosphoryle la 

protéine ribosomale S6, p9Orsk  (152) ainsi que le facteur transcriptionnel p62e  (153, 

154). 

Certaines controverses existent concernant le rôle de la PKC dans l'activation 

de la voie ERK-1/2. Des études antérieures ont démontré que la synthèse protéique 

induite par l'Ang II dans les CMLV n'est pas dépendante des PKC, mais serait plutôt 

reliée à la mobilisation du [Ca21 (155); la stimulation de la PKC par l'Ang II ne 

serait donc pas impliquée dans le processus d'activation des MAPKs (156). 

Cependant, des études in vitro plus récentes suggèrent que l'activation de ERK-1/2 

induite par l'Ang II dans les CMLV impliquerait un isozyme atypique des PKC, soit 

la PKC- (157). Cette forme atypique de PKC serait également impliquée dans la 

traduction (158-160). Des études supplémentaires devront être effectuées à ce sujet. 

Étant donné que l'activité MAPK est transitoire en réponse à l'Ang II, il est 

important de mentionner le(s) mécanisme(s) responsable(s) de la fin du signal 

intracellulaire. L'activité MAPK serait principalement régulée par l'activation d'une 

phosphatase hautement spécifique pour les MAPKs nommée "MAP kinase 
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phosphatase-1" (MKP-1) (161). Comme pour la MEK, la MKP-1 possède une 

spécificité double; cette dernière déphosphoryle MAPK sur les résidus thréonine et 

tyrosine, la rendant inactive (161). Une étude effectuée sur des CMLV a montré que 

l'inhibition de MKP-1 provoque une activation soutenue de MAPK en réponse à 

l'Ang II, suggérant qu'il s'agit de l'enzyme principalement responsable de la fin du 

signal MAPK (162). 

De plus, la voie ERK-1/2 peut être bloquée au niveau de son activateur 

immédiat, la MEK-1/2, par le composé synthétique PD98059. Cet inhibiteur 

spécifique empêche la double phosphorylation sur les résidus thréonine et tyrosine de 

ERK-1/2, diminuant ainsi son activité (81, 163-165). Ces études ont permis de 

constater que l'activation de cette voie est nécessaire à l'action stimulante de l'Ang II 

sur la synthèse protéique dans les CMLV (81). Par ailleurs, les résultats d'une autre 

étude ont révélé qu'il est possible de bloquer l'activation de ERK-1/2 induite par 

l'Ang II avec le PP1, un inhibiteur spécifique de Src (166). 

Les voies MAPKs, plus précisément ERK-1/2 et p38mAPK, semblent converger 

vers une kinase commune nommée "MAP kinase interacting kinase-1" (MNK-1) 

(167, 168) (figure 1.5). En effet, certaines études in vivo ont rapporté que la MNK-1 

serait une kinase importante dans la phosphorylation et l'activation du facteur 

d'initiation de la traduction 4E (eIF4E) (169, 170), qui lui joue un rôle clé dans le 

mécanisme et la régulation de la traduction de l'ARNm en protéines dans les cellules 

de mammifères (171, 172). Mentionnons que le facteur EIF-4E est une 

phosphoprotéine, dont la phosphorylation est augmentée par l'insuline, les mitogènes 

et autres agents qui stimulent la traduction (173, 174). Il a été démontré que la 

phosphorylation de eIF-4E rehausse son affinité pour la coiffe 5 de l'ARNm (175) et 

facilite son incorporation dans les complexes impliquant eIF-4G et eIF-4A (171, 

172). Puisque la traduction est l'étape limitante pour la synthèse protéique dans les 

cellules d'eucaryotes (176), un traitement à l'Ang II provoque la phosphorylation du 

facteur eIF4E, ce qui facilite la traduction de l'ARNm (177). 

Un autre niveau de régulation du facteur eIF4E s'effectue par son interaction 

avec une famille de protéines régulatrices/inhibitrices de la traduction; il s'agit des 
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protéines de liaison "eIF4E-binding proteins" (4EBPs). Ces protéines inhibent la 

traduction coiffe-dépendante in vitro et in vivo (178). Le complexe formé par la 

liaison 4EBPs/eIF4E ne change pas l'affinité de eIF4E pour la coiffe (178), mais 

empêche plutôt l'association entre eIF4G et eIF4E. En d'autres mots, le complexe 

4EBPs/eIF4E empêche la formation d'un complexe eIF4F fonctionnel (179), 

entravant ainsi le démarrage de la traduction (178). Une étape limitante de l'activité 

des 4EBPs est leur état de phosphorylation, qui régule leur affinité pour le facteur 

eIF4E (178, 180). Différents stimuli extracellulaires (hormones et facteurs de 

croissance) induisent la phosphorylation de 4EBP-1 (la 4EBP la mieux caractérisée) 

et ainsi diminuent sa capacité d'interagir avec le facteur eIF4E (181-184). Tel est le 

cas pour l'Ang II qui, lorsque lié au récepteur ATI , stimule la phosphorylation de 

4EBP-1 dans les CMLV (177), entraînant sa dissociation du facteur eIF4E. Il y a alors 

formation d'un complexe eIF4F fonctionnel qui permet le démarrage de la traduction. 

Contrairement à ces résultats, des études in vivo ont montré que la voie ERK-1/2 des 

MAPKs ne serait pas impliquée dans la phosphorylation de 4EBP-1 par l'Ang II (181, 

185, 186). 

1.4.1.4 Voie de la P13-kinase 

La liaison de l'Ang II au récepteur ATI  stimule, en plus des voies déjà 

mentionnées, l'activation d'une phosphatidylinositol 3-kinase (P13-K). Toutefois, le 

mécanisme exact par lequel le récepteur ATI  active la P13-K n'a pas encore été 

élucidé. La P13-K fait partie d'une famille de kinases lipidiques impliquées dans la 

régulation de plusieurs processus cellulaires tels que la résistance à l'apoptose, la 

mobilité, la prolifération et la différentiation cellulaires (187). Par ailleurs, certaines 

études ont montré que l'activation de la P13-K peut être bloquée par deux inhibiteurs 

spécifiques: la wortmannin (188) et le LY294002 (189, 190). 

Certains chercheurs font allusion à une possibilité de chevauchement entre la 

voie P13-K et la voie ERK-1/2 des MAPKs. Il serait possible que l'activation de Src 

se fasse soit directement via le récepteur ATi, soit via l'activation de la P13-K (191). 

Selon certains chercheurs, l'activation de la P13-K se ferait en amont de l'activation 

de Ras, suggérant un rôle de cette kinase dans l'activation ERK-1/2 (191). D'autres 
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ont suggéré que la stimulation par les RCPG de la voie ERK-1/2 dépendante de Ras 

impliquerait une régulation intermédiaire non seulement par une tyrosine kinase, mais 

aussi par la P13-K (191, 192). Il est facile de constater l'existence de plusieurs 

possibilités d'activation de ces voies de signalisation. 

L'effecteur en aval de la P13-K est une sérine/thréonine kinase nommée Akt, le 

produit du proto-oncogène c-akt, et la protéine kinase B (PKB) (193). Mentionnons 

que certaines études ont démontré que l'Akt serait impliquée dans la traduction (158-

160). L'Akt active par la suite la kinase FRAP/mTOR (FKBP-rapamycin associated 

protein/mammalian target of rapamycin) (194) qui s'auto-phosphoryle. Cette grosse 

protéine (289 kDa) fait partie de la famille de kinases PIK (phosphatidylinositol 

kinase-related kinases) (195-197). Les membres de cette famille ont été initialement 

identifiés par leur homologie aux kinases lipidiques telles que la P13-K, toutefois, 

certains membres de cette famille semblent fonctionner comme des protéines kinases 

(195-197). Le rôle de la protéine kinase FRAP/mTOR a été mis en évidence par 

différents groupes, montrant que celle-ci phosphoryle et active la P70 S6 kinase (70- 
, kD S6 kinase ou P7Os61‹)Ils ont démontré que l'activation de la P70s6K  peut être 

bloquée par un traitement à la rapamycine, un immunosuppresseur, qui inhibe 

sélectivement l'autophosphorylation de FRAP/mTOR (185, 187, 194, 198-200) dans 

les CMLV en culture (79, 80, 201). L'Ang II stimule, via la P70s6K, la 

phosphorylation rapide de la protéine ribosomale S6, une composante de la sous-unité 

ribosomale 40S d'importance majeure dans les CMLV (202, 203). Des études plus 

approfondies à ce sujet ont montré que la phosphorylation de la protéine S6 régularise 

la traduction des ARNm riches en pyrimidine (203), résultant en une augmentation du 

taux de synthèse protéique ainsi qu'en une augmentation sélective de ces ARNm dans 

l'étape de la traduction (203). 

La cascade P13-KJFRAP/mTOR peut également influencer la synthèse protéique 

par d'autres mécanismes. En effet, la phosphorylation de 4EBP-1 serait non 

seulement sensible à la rapamycine (186), mais elle serait induite par les mêmes 

effecteurs que la P70s6K, et sa phosphorylation aurait lieu avec des cinétiques 

semblables en réponse à un traitement aux agents mitogènes. Certaines composantes 

de cette cascade d'événements ont récemment été identifiées; la 4EBP-1 serait située 
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en aval de la P13-K et de l'Akt (193) (figure 1.5). De plus, la phosphorylation de 

4EBP-1 serait dépendante de FRAP/mTOR (158, 200, 204, 205). Ainsi, la 

rapamycine diminuerait la phosphorylation de 4EBP, expliquant une partie de son 

effet inhibiteur sur la synthèse protéique. La protéine kinase FRAP/mTOR serait donc 

un régulateur (en amont) commun à la P70s6K  et aux 4EBPs (206, 207). Cette 

hypothèse a d'ailleurs été confirmée par des expériences démontrant qu'une forme de 

P70s6K  résistante à la rapamycine était incapable de conférer une résistance 

équivalente à la 4EBP-1 (204, 205). Ainsi, par les différents mécanismes d' activation 

des voies de signalisation impliquées dans la synthèse protéique induite par l'Ang II, 

il est possible de conclure que l'activation de la P70s6K  serait contrôlée par une voie 

différente de celle de ERK-1/2 (80, 208, 209). 

1.4.2 Récepteurs AT2 

Contrairement aux récepteurs AT', les connaissances sur la signalisation 

intracellulaire et les effets physiologiques du récepteur AT2  sont plus controversés. 

D'une part, les récepteurs AT2  ne sont pas exprimés en abondance dans plusieurs 

tissus adultes (210). Aussi, leur disparition dans la plupart des cultures cellulaires (et 

surtout dans les cultures de CMLV) rend difficile l'étude in vitro de la signalisation 

de ce sous-type de récepteur. 

Le récepteur AT2  serait possiblement lié aux voies de signalisation 

intracellulaires impliquant la protéine Gi (211-213). Par ailleurs, il a été démontré que 

l'activation du récepteur AT2  provoque une diminution rapide et transitoire de la 

phosphorylation en tyrosine de plusieurs protéines (214). Comme nous l'avons 

mentionné, cette phosphorylation joue un rôle crucial dans le contrôle de la 

croissance cellulaire. Ces résultats suggèrent que l'action du récepteur AT2  serait 

médiée par une protéine tyrosine phosphatase (PTPase). Contrairement aux résultats 

obtenus par Kambayashi et al. montrant que la liaison de l'Ang II au récepteur AT2  

entraîne une inhibition des PTPases (39), il est plus probable que le récepteur AT2  

entraîne une activation de ces dernières. En effet, il a été démontré que l'Ang II active 

une tyrosine phosphatase soluble nommée protéine SHP-1 (ou SH-PTP-1) impliquée 

dans l'arrêt du signal des récepteurs aux cytokines et aux facteurs de croissance (214). 
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De plus, la SHP-1 entraînerait l'inhibition de ERK-1/2 des MAPKs (215, 216), 

provoquant ainsi l'inactivation de protéine kinases et/ou d'effecteurs essentiels pour 

la synthèse protéique et la synthèse d'ADN. Cette inhibition des MAP kinases 

pourrrait conduire à l'inactivation du facteur anti-apoptotique Bc1-2, provoquant la 

mort cellulaire programmée ou apoptose (217). En d'autres termes, le récepteur AT2  

médie des effets inhibiteurs de la croissance, en partie via l'activation des PTPases, 

résultant en une inactivation des MAPKs ERK-1/2 (50, 213, 216-220) dans les 

cellules neuronales de rat en culture (215). Une diminution de l'activité ERK a 

également été observée dans le cœur de souris transgéniques surexprimant le 

récepteur AT2  (221), suggérant que l'inactivation de ERK par le récepteur AT2 

jouerait un rôle in vivo. 

D'autre part, la liaison de l'Ang II au récepteur AT2  pourrait également induire 

la synthèse de la protéine phosphatase MKP-1. Comme nous l'avons déjà mentionné, 

la MKP-1 est une enzyme capable d'inactiver certains membres de la famille des 

MAP kinases. Mentionnons qu'en plus de ces effets, l'activation du récepteur AT2  

peut provoquer la libération d'acide arachidonique dans certains types cellulaires 

(probablement via la PLA2) (222). 

En résumé, même si les récepteurs ATi et AT2  font partie de la grande famille 

des RCPG, des évidences révèlent que leurs rôles sont mutuellement antagonistes. Par 

exemple, le récepteur ATI  stimule la croissance cellulaire alors que le récepteur AT2 

inhibe cette réponse. Les effets inhibiteurs de la croissance du récepteur AT2  sont 

uniques, c'est-à-dire qu'il s'agit d'un RCPG qui neutralise l'effet de croissance 

d'autres RCPG ainsi que d'autres classes de récepteurs des facteurs de croissance 

(223). Chez l'homme, l'importance physiologique des récepteurs AT2  est toutefois 

mise en doute. La disparition des récepteurs AT2  dans la plupart des cultures 

cellulaires rend difficile l'étude in vitro des rôles de ce sous-type de récepteur (224). 
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1.5 LES EFFETS CELLULAIRES ET ACTIONS PHYSIOLOGIQUES DE 
L'ANG II 

1.5.1 Récepteurs ATi  
L'Ang II est une hormone qui engendre une grande diversité d'effets cellulaires 

(15, 225). Parmis ceux-ci, les effets vasoactifs de l'Ang II jouent un rôle très 

important dans le système cardiovasculaire, notamment par le maintien du tonus 

vasculaire (226). Aussi, il est bien connu que la majorité des effets de l'Ang II dans 

les tissus cardiovasculaires sont médiés par les récepteur ATI. 

1.5.1.1 Hypertrophie vasculaire 
Plusieurs études in vitro ont démontré que l'Ang II stimule, via les récepteurs 

ATI, la croissance des CMLV (155, 227, 228), les myocytes cardiaques et autres 

types cellulaires (15, 225, 229, 230). Il a été démontré qu' à plus long terme, la 

stimulation de la croissance cellulaire par l'Ang II est suivie d'une réponse 

hypertrophique ou hyperplasique selon le type cellulaire. De façon générale, une 

réponse hypertrophique, caractérisée par une augmentation du volume cellulaire, a été 

observée dans les CMLV en culture (80, 227, 231), alors qu'une réponse 

hyperplasique, qui se caractérise par une augmentation du nombre cellulaire, a été 

observée dans les fibroblastes cardiaques (229, 230). 

Par contre, l'activation de certaines voies de signalisation intracellulaires par 

l'Ang II provoque aussi une augmentation de l'expression de proto-oncogènes (gènes 

qui stimulent la prolifération cellulaire) ainsi que la production de facteurs de 

croissance (PDGF, bFGF) ayant des effets autocrines (232). Malgré l'activation des 

proto-oncogènes et des agents mitogènes, des évidences suggèrent que l'Ang II induit 

une réponse hypertrophique plutôt qu'hyperplasique dans les CMLV quiescentes 

privées de sérum (233). Des études antérieures ont montré la même réponse in vivo, 

soit le développement à plus long terme d'une hypertrophie vasculaire et cardiaque 

chez les rats traités à l'Ang II (234). Il a également été démontré qu'une perfusion 

prolongée d'Ang II provoque la même réponse hypertrophique dans les petites artères 

de rats (235). De plus, il est important de souligner qu'une administration i.v. 
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prolongée d'Ang II a provoqué une hypertrophie vasculaire indépendamment de ses 

effets sur la pression artérielle (231, 236, 237). 

Les bases moléculaires de l'action hypertrophique de l'Ang II restent cependant 

à être précisées.Toutefois, cette réponse pourrait se manifester par des changements 

au niveau de la transcription des gènes, ainsi qu'au niveau de la vitesse de traduction 

des ARNm. Il serait également possible que la détermination moléculaire de 

l'hypertrophie cellulaire versus l'hyperplasie se fasse au niveau de la machinerie 

moléculaire contrôlant la progression du cycle cellulaire (238). Une équipe a tenté 

d'expliquer ce phénomène en utilisant le p271(iP1, un inhibiteur des Cdk (kinases 

dépendantes des cyclines qui activent le cycle cellulaire). Les niveaux élevés de 

p271(iPI  dans les cellules quiescentes traitées à l'Ang II résultent en une hypertrophie, 

alors que des niveaux faibles de p271(iP1  provoquent une hyperplasie (comme avec la 

présence d'autres facteurs de croissance) (233). Il existerait donc un lien direct entre 

le niveau d'expression de p27KiP1  et l'hypertrophie des CMLV. 

Certains groupes se sont penchés sur le rôle des MAPKs dans la prolifération de 

différents types cellulaires (239, 240), démontrant que les ERKs joueraient un rôle 

important dans la régulation de cette réponse (241, 242) ainsi que dans la 

signalisation des agents mitogènes comme l'Ang II (243). D' autre part, le mécanisme 

par lequel la rapamycine, l'immunsuppresseur qui bloque sélectivement la P70s6K, 

jouerait un rôle dans la prolifération cellulaire n'est pas bien connu (244). Toutefois, 

il serait également possible que la rapamycine puisse cibler des effecteurs situés en 

amont de la P70s6K, qui eux, joueraient un rôle plus important dans la régulation de la 

prolifération cellulaire (202). 

Une réponse commune aux cellules stimulées par les facteurs mitogéniques et 

hypertrophiques est l' activation de la synthèse protéique. Plusieurs études ont 

démontré que l'hypertrophie cellulaire induite par l'Ang II résulte d'une 

augmentation de la synthèse protéique dans les CMLV de rats normaux (155, 227, 

245, 246). De plus, certaines évidences in vitro suggèrent que l'activation de certaines 

voies de signalisation de l'Ang II stimule le taux global de synthèse protéique dans 

les CMLV. En effet, au moins deux voies de signalisation indépendantes seraient 
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directement impliquées dans l'induction de la synthèse protéique par l'Ang II, la 

première étant la voie ERK1/2 des MAPKs (81, 147, 148). La voie ERK jouerait un 

rôle important dans la régulation de la synthèse protéique globale dans les CMLV, 

puisque l'inhibition de cette voie par le PD98059, un inhibiteur sélectif de MEK-1/2, 

a été montrée par l'équipe de Servant et al. (81). De même, l'activation de la P70s6K  

jouerait un rôle important dans la synthèse protéique induite par l'Ang II dans les 

CMLV aortiques de rats, tel que démontré par des études impliquant la rapamycine, 

un inhibiteur sélectif de la P70S6K, produisant une déphosphorylation de la P70s6K  en 

conditions basales, et empêchant la phosphorylation de la P70s6K  induite par l'Ang II 

(79, 80). La réponse inhibitrice que produit la rapamycine sur la synthèse protéique 

précède des changements du taux de prolifération cellulaire, tel que montré dans les 

cellules lymphoïdes. L'inhibition spécifique de la synthèse protéique ribosomale 

pourrait expliquer l'effet anti-prolifératif de la rapamycine sur les cellules quiescentes 

activées sous l'action des mitogènes (247). 

Dans les CMLV, l'induction de la synthèse protéique par l'Ang II est associée à 

une augmentation sélective du contenu cellulaire en protéines contractiles et en 

protéines de la matrice extracellulaire (248). Cette hausse de production de protéines 

incluant l'a-actine, la thrombospondine et le collagène s'accompagne d'une 

augmentation concomitante de l'expression des ARNm, suggérant que des 

changements au niveau transcriptionnel contribuent de façon importante à la 

stimulation globale de la synthèse protéique par l'Ang II. En outre, des études 

récentes montrent que l'Ang II exerce des effets au niveau de la phosphorylation des 

composantes de la machinerie traductionnelle de la cellule. L'ensemble de ces 

observations indique que suite à l'activation du récepteur ATI, la stimulation de la 

synthèse protéique pourrait résulter de changements tant au niveau transcriptionnel 

qu'au niveau traductionnel (248-250). La synthèse protéique est associée à une 

augmentation de l'expression d'ARNm pour les gènes impliqués dans la croissance 

comme c-fos et c-myc (251). L'ensemble de ces études réalisées sur des modèles 

cellulaires a apporté plusieurs nouvelles connaissances au sujet des mécanismes 

moléculaires probables menant aux effets trophiques de l'Ang II; toutefois, à la 
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lumière de nos connaissances, aucune étude n'a été réalisée dans le but d'examiner la 

contribution des différentes voies de signalisation liées à ce processus in vivo. 

1.5.1.2 Hypertrophie cardiaque 
Le SRA existe non seulement dans la circulation sanguine mais aussi dans les 

tissus cardiaques (252, 253), toutes les composantes du SRA ayant été identifiées 

dans le cœur (253, 254), tant au niveau des ARNm qu'au niveau des protéines (255, 

256). Des évidences ont démontré que l'Ang II joue un rôle très important dans le 

développement de l'hypertrophie cardiaque. En effet, l'hypertrophie cardiaque est 

induite par une surcharge hémodynamique (257, 258) ainsi que par des facteurs 

humoraux tels que l'Ang II (259, 260). L'hypertrophie cardiaque serait due à une 

hypertrophie cellulaire, une induction de la polyploïdie (synthèse d'ADN active sans 

mitose cellulaire) et une augmentation des dépôts de la matrice extracellulaire. 

Cependant, les mécanismes qui gouvernent le développement de l'hypertrophie 

cardiaque ne sont pas bien connus, malgré le fait que ce sont les récepteurs ATI  qui 

médient la réponse hypertrophique de l'Ang II. Une augmentation de la synthèse des 

récepteurs ATI  au niveau du cœur suggère un rôle de ce récepteur dans la génèse ou 

le maintien de la croissance exagérée du tissu cardiaque (261). 

L'importance de l'Ang II a été démontré par de nombreuses études. In vitro, 

l'Ang II provoque une hypertrophie cardiaque dans les cardiomyocytes néonataux de 

rats (79, 112, 259, 262, 263). De plus, cette même réponse est observée in vivo 

lorsque l'Ang II est administré à des doses non-pressives (231, 264). Certains 

chercheurs ont observé qu'une hypertrophie du ventricule gauche (induite par une 

surcharge hémodynamique) chez le rat a pour conséquence d'activer le SRA 

cardiaque en augmentant les niveaux d'angiotensinogène, d'ECA et des ARNm du 

récepteur ATI  (256, 265, 266). Ces études suggèrent que le SRA local semble jouer 

un rôle important dans l'hypertrophie cardiaque par un mécanisme autocrine ou 

paracrine. 

Certaines études ont montré que les IECA (267, 268) ainsi que les antagonistes 

des récepteurs ATi  (269, 270) sont très efficaces pour induire une régression de 

l'hypertrophie cardiaque chez les animaux. Chez des rats SHR traités avec un IECA 
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ou un antagoniste ATi, ou encore chez les rats ayant subit une surcharge volémique, 

un ralentissement de la croissance rapide du cœur chez le porc nouveau-né ou 

l'inhibition de l'hypertrophie du myocarde est observée (234). 

Le développement d'une hypertrophie cardiaque chez les rats traités à l'Ang H a 

également été décelé in vivo (234), où certaines études ont montré que les IECA 

diminuent l'hypertrophie cardiaque induite soit par l'hypertension (271), un infarctus 

du myocarde (272) ou une coarctation aortique (273), suggérant ainsi un rôle crucial 

de l'Ang II dans la pathophysiologie de l'hypertrophie cardiaque. Chez l'homme, les 

IECA sont parmi les agents antihypertenseurs les plus puissants pour réduire les effets 

d'une hypertrophie cardiaque (274). 

In vivo, l'Ang II active la synthèse protéique sans l'induction de proto-oncogène 

dans le cœur de rat adulte, alors qu'in vitro, l'expression des proto-oncogènes est 

essentielle pour la synthèse protéique induite par l Ang II dans les cardiomyocytes de 

rats néonataux (260). Il nous semblait donc important d'étudier la contribution des 

différentes voies de signalisation impliquées dans l'hypertrophie cardiaque induite 

par l'Ang II dans des conditions in vivo, afin de se rapprocher des conditions 

physiopathologiques. 

1.5.1.3. Vasoconstriction 
L'Ang II provoque également une vasoconstriction des artères, en favorisant la 

contraction des CMLV (225). La vasoconstriction induite par l'Ang II diffère 

d'intensité selon le lit vasculaire; cette réponse est plus puissante au niveau des reins 

et du mésentère (artérioles périphériques du territoire splanchnique). Le mécanisme 

intracellulaire aboutissant à cette réponse n'est pas certain, cependant, il est connu 

que le phénomène de la contraction est activé par les voies classiques de l'Ang H. En 

effet, la stimulation des récepteurs ATi provoque la contraction du muscle lisse en 

activant différents effecteurs comme les PLC, PLA2, PLD ainsi que les canaux 

calciques voltage-dépendants (275). 

D'autres études ont montré que les tyrosine kinases joueraient également un rôle 

dans le processus dynamique de la contraction du muscle lisse (276, 277). Les 

tyrosine kinases participeraient donc à la régulation des voies de signalisation 
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associées à la contraction et à la croissance médiées par les récepteurs ATI  (278). De 

plus, il semble que la voie ERK des MAPKs, également associée à la croissance 

cellulaire, pourrait jouer un rôle important dans la contraction des CMLV humaines 

(279), même si les résultats d'une autre étude montre que l'activation de MEK (et 

donc de ERK) et la contraction sont deux phénomènes dissociés (165). 

Puisque nous modifierons l'activité de certaines voies de signalisation in vivo, il 

faudra tenir compte des changements de la pression artérielle, étant donné que des 

changements importants de la pression artérielle en soi pourraient influencer le taux 

de synthèse protéique vasculaire (280, 281). 

1.5.1.3. Aldostérone 
Bien que cette section ne soit pas directement reliée au travail présenté, ils nous 

apparaissait important de mentionner que l'Ang II stimule la sécrétion d'aldostérone. 

En effet, la régulation de la sécrétion d'aldostérone, une hormone aux propriétés 

minéralocorticoïdes, est un processus complexe qui pourrait impliquer plusieurs 

mécanismes, les plus puissants étant l'activation du SRA et les concentrations d'ions 

potassiques (K+). 

Le mécanisme par lequel l'activation du SRA régularise la sécrétion 

d'aldostérone s'explique comme suit. Une diminution du débit sanguin rénal résultant 

d'une diminution du volume sanguin causée par une déshydratation ou une 

hémorragie stimule les cellules juxtaglomérulaires des reins à sécréter la rénine, à 

partir de laquelle est formée l'Ang II (section 1.2.1). Par la suite, l'activation du SRA 

provoque la stimulation de la corticosurrénale (zone glomérulaire) qui produit une 

grande quantité d'aldostérone. À son tour, l'aldostérone agit sur les reins où il facilite 

la réabsorption de Na, tout en éliminant le K+  (6). Cette réabsorption entraîne donc 

une augmentation du volume de fluide extracellulaire et par la suite, provoque une 

augmentation soutenue et prolongée de la pression artérielle, ramenant le SRA à son 

niveau normal d'activité (2, 6). Il s'agit de mécanismes régulateurs essentiels pour 

l'homéostasie du système hydro-électrolytique. 
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1.5.2. Récepteurs AT2  
Les récepteurs AT2  jouent un rôle important dans le processus physiologique 

normal ainsi que pathologique de la croissance des CMLV. Alors que la synthèse du 

récepteur AT2  est réprimée chez l'adulte (210), ce récepteur est ré-exprimé en 

réponse à des lésions vasculaires ou processus associés à un remodelage important 

(50) tels que la cicatrisation cutanée, la ré-endothélialisation de la paroi vasculaire ou 

au cours de l'hypertrophie ventriculaire gauche après sténose de l'aorte thoracique 

(224). Certaines évidences suggèrent que le récepteur AT2  jouerait un rôle important 

dans la formation néointimale suivant une lésion vasculaire in vivo (282), et qu'une 

augmentation de son expression serait liée à certaines conditions pathologiques 

cardiovasculaires comme le diabète (52), l'infarctus du myocarde (283), l'ischémie 

cardiaque (53) et l'hypertension (54). Alors que ces études suggèrent une action 

trophique du récepteur AT2  (284), d'autres études ont montré un rôle anti-trophique 

ou anti-hypertrophique de ce récepteur dans les CMLV (50) et autres types cellulaires 

(51, 285, 286). L'activation des récepteurs AT2  pourrait servir de frein dans certains 

processus de croissance cellulaire rapide, contribuant ainsi à la régulation de 

l'homéostasie tissulaire. 

Aussi, des études in vitro ont démontré que l'effet anti-prolifératif de l'Ang II 

serait médié par les récepteurs AT2  (51, 218, 220) des CMLV (50). Cet effet anti-

prolifératif des récepteurs AT2  s'exercerait en partie par l'induction de l'apoptose des 

CMLV (51, 220, 287) et autres types cellulaires (213, 217, 220, 288), tel que montré 

par des études in vitro et in vivo. L'apoptose est un processus qui joue un rôle critique 

dans le développement noiinal vasculaire ainsi que dans certaines conditions 

pathologiques (289) telles que l'athérosclérose (290, 291), l'hypertension (292) et la 

resténose après angioplastie (293), toutefois, son implication dans la genèse de ces 

maladies reste à être précisée. L'apoptose contribuerait également au remodelage 

vasculaire ayant lieu peu après la naissance (294). Alors que certains chercheurs ont 

montré que le récepteur AT2  est un facteur pro-apoptotique dans les CMLV (220), 

d'autres suggèrent que ce récepteur est incapable d'induire l'apoptose dans ce même 

type cellulaire en raison de la disparition de leur expression dans les cellules ayant 

subi plusieurs passages lors de la culture cellulaire (295). Malgré cette controverse, 
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une étude in vivo plus récente propose que la stimulation des deux sous-types de 

récepteurs à l'Ang II serait associée à une augmentation de l'apoptose dans les CML 

aortiques de rats (296). Par ailleurs, d'autres suggèrent que l'Ang II pourrait moduler 

le remodelage vasculaire par les effets compensatoires des récepteurs ATI  et AT2  lors 

de l'apoptose; le récepteur ATI  étant un facteur anti-apoptotique, et le récepteur AT2 

étant pro-apoptotique dans les CMLV (295). 

L'ensemble de ces résultats démontre que les récepteurs AT2  auraient une action 

antagoniste sur les récepteurs ATI, d'où l'opposition de leurs effets sur la structure 

vasculaire. Toutefois, il a été suggéré récemment que les effets trophiques et 

prolifératifs de l'Ang II (au niveau du mésentère) seraient médiés par les deux sous-

types de récepteurs à l'Ang II (297). 

De plus, il semble que le récepteur AT2  joue un rôle important au niveau de la 

pression artérielle. Une surexpression de ce récepteur inhiberait les effets presseurs de 

l'Ang II chez le rat (298, 299) et la souris (221). Ces résultats suggèrent que les 

récepteurs AT2  provoquent une vasodilatation; toutefois, les mécanismes de ce 

phénomène ne sont pas bien compris. Il serait possible que l'expression transitoire et 

régulée des récepteurs AT2  pourrait exercer un effet à long terme sur la pression 

artérielle possiblement par leur influence sur la structure vasculaire (223) (Tableau 

1.2). 



R é c e pt e u r s A T i  
	 R é c e pt e u r s A T 2  

- V a s o c o n stri cti o n 
- Sti m ul ati o n d e l a s y nt h è s e et d e l a 
li b ér ati o n d' al d o st ér o n e 

- R é a b s or pti o n d u s o di u m p ar l e t u b ul e 
r é n al 

- Cr oi s s a n c e c ar di a q u e 
- Pr olif ér ati o n d e s C M L V 
- A u g m e nt ati o n d e l' a cti vit é n or a dr é n er gi q u e 
p éri p h éri q u e 

- A u g m e nt ati o n d e l' a cti vit é d u s y st è m e 
n er v e u x s y m p at hi q u e ( S N S) 

- Sti m ul ati o n d e l a v a s o pr e s si n e 
- R é d u cti o n d u d é bit s a n g ui n r é n al 
- I n hi biti o n d e l a r é ni n e r é n al e 

- Sti m ul ati o n d e l' a p o pt o s e 
- Eff et a nti- pr olif ér atif 
- Diff ér e nti ati o n et d é v el o p p e m e nt 
e m br y o n n air e s 

- V a s o dil at ati o n 

4 3 

T a bl e a u 1. 2: Eff et s d e s r é c e pt e ur s A T i   et A T2  d e l' A n g 1 1. 
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1.6 LES IMPLICATIONS DE L'ANG II DANS LES PATHOLOGIES 
CARDIOVASCULAIRES 

Malgré son rôle bénéfique dans l'homéostasie circulatoire en tant que régulateur 

de la pression artérielle (300-302), l'activation du SRA peut aussi être néfaste, 

contribuant au développement de certaines pathologies cardiovasculaires telles que 

l'insuffisance cardiaque, l'insuffisance rénale et l'hypertension (25, 303). L'effecteur 

principal du SRA, l'Ang II, a des effets bien caractérisés au niveau du système 

nerveux central et périphérique (SNC, SNP), du cœur et des vaisseaux sanguins ainsi 

qu'au niveau du rein et de la glande surrénale, comme l' ont démontré plusieurs études 

expérimentales et cliniques. 

1.6.1 Hypertension 
L'hypertension artérielle est une des maladies cardiovasculaires les plus 

répandues, causée, entre autres, par l'interaction de facteurs environnementaux et 

génétiques. Cette condition pathologique se caractérise par une augmentation 

soutenue de la pression artérielle, et par conséquent, peut causer des lésions 

importantes au niveau du cœur, des reins et du cerveau. L'hypertension artérielle est 

l'une des principales causes de maladies cardiaques, d'accidents cérébraux-

vasculaires (ACV) et d'insuffisance rénale (1). 

Une augmentation accrue de la pression artérielle, telle qu'observée lors de 

l'hypertension artérielle, peut résulter d'un tonus vasoconstricteur élevé, d'une 

réduction de la contribution de vasodilatateurs endogènes ou encore d'une 

combinaison de ces facteurs dans les artères de résistance (10). Lors de 

l'hypertension, l'augmentation de la résistance périphérique est associée à des 

changements fonctionnels et structuraux (remodelage) au niveau des artères, en 

réponse aux changements neurohumoraux et hémodynamiques. En effet, les artères 

s'adaptent à une augmentation de la tension de leur paroi en modifiant leur géométrie. 

Ainsi, un premier type de remodelage, représentant un mécanisme adaptatif 

nécessaire pour compenser la tension augmentée de la paroi induite par une pression 

artérielle élevée (10) est le remodelage eutrophique, caractérisé par une augmentation 

du rapport média/lumière des artères de résistance sans pour autant que la quantité de 
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tissu, ou l'aire de section médiale augmente (304). Ce type de remodelage est présent 

lors de la forme la plus commune d'hypertension, soit l'hypertension essentielle ou 

primaire. 

Un second type de remodelage vasculaire est caractérisé par une augmentation 

du rapport média/lumière, mais ce phénomène serait causé par une augmentation de 

l'aire de section médiale (CSA) due à une hyperplasie (305) ou une hypertrophie 

(306). On parle alors d'un remodelage hypertrophique vasculaire, présent lors de 

l'hypertension rénovasculaire (aussi appelée hypertension par ischémie rénale) (307). 

Il s'agit d'une forme secondaire d'hypertension qui fait intervenir le SRA, et dont la 

cause est identifiable (ex.: maladie rénale, hyperaldostéronisme, etc.). Chez l'homme, 

cette forme d'hypertension est provoquée par l'oblitération ou le rétrécissement de 

l'une ou des deux artères rénales en raison d'une embolie, d'une thrombose, d'une 

compression ou d'une lésion de la paroi artérielle. En réaction à ce phénomène, les 

reins sécrètent la rénine, ce qui augmente les niveaux d'Ang II dans la circulation, qui 

entraîne une augmentation encore plus importante de la presssion artérielle et un 

remodelage cardiovasculaire. Étant donné que certains facteurs indépendants de la 

pression, comme l'Ang II, semblent contribuer au développement du remodelage 

hypertrophique (et non eutrophique), nous nous sommes attardés à ce type de 

remodelage dans cette étude en administrant de l'Ang II exogène, dans le but de 

mimer l'hypertension rénovasculaire. 

Cependant, le remodelage vasculaire des grosses artères diffère de celui des 

artères de résistance en raison des différences de leur fonction principale: transporter 

le sang. Une augmentation du rapport média/lumière dans une grossse artère implique 

nécessairement une augmentation de la quantité de matériel dans la média, puisque la 

lumière n'est pas affectée (308). Ainsi, l'administration d'Ang II exogène pourra 

reproduire le remodelage aortique présent dans l'hypertension artérielle. 

Lorsque l'hypertension n'est pas stabilisée, cette pathologie peut également 

entraîner des lésions importantes au niveau du cœur. Une pression artérielle élevée 

exige une plus grande dépense énergétique du cœur pour effectuer son travail de 

propulsion. En effet, dans ces conditions, la post-charge ventriculaire, c'est-à-dire 
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tout ce qui résiste à l'évacuation du sang par le ventricule, augmente. Cette surcharge 

de travail entraîne un épaississement du muscle cardiaque et une hypertrophie du 

cœur. L'hypertrophie est une réponse adaptatrice du coeur à une surcharge 

hémodynamique subite qui peut être amplifiée par des facteurs neurohumoraux 

comme l'Ang II. Il est généralement accepté que l'hypertrophie cardiaque est une des 

plus importantes causes de maladies cardiaques, prédisant des risques élevés 

d'accidents cérébro-vasculaires (ACV) ou d'arrêts cardiaques. Pour le traitement de 

l'hypertension, il est donc important de bien comprendre le mécanisme de 

l'hypertrophie cardiaque et d établir des avenues pharmacologiques efficaces afin de 

renverser cette hypertrophie tout en diminuant la pression artérielle (309). 

Comme nous lavons mentionné précédemment, l'Ang II joue un rôle important 

dans l'hypertension. Certains résultats in vivo ont montré qu' à dose modérée, l'Ang II 

provoque une augmentation très lente et graduelle de la pression artérielle (227, 310). 

Par contre, d'autres études ont montré que le développement de l'hypertrophie 

cardiovasculaire est indépendant de l'augmentation de la pression artérielle (231, 237, 

311, 312). C'est en se basant sur les résultats de ces études chroniques que nous 

avons établi notre modèle expérimental avec l'Ang II exogène, dans le but d'étudier 

les effets trophiques de l'Ang II indépendants de ceux exercés par une augmentation 

de la pression artérielle. 

L'importance de l'Ang II dans l'hypertension artérielle a été démontré par 

l'efficacité des IFC et des antagonistes sélectifs non-peptidiques des récepteurs ATI  

dans le traitement pharmacologique de cette pathologie et des maladies 

cardiovasculaires qui lui sont associées. Parmis les antagonistes des récepteurs ATI, il 

a été rapporté que le candesartan et l'irbésartan sont plus efficaces que le losartan 

chez les patients présentant une hypertension légère à modérée (313, 314). D'autre 

part, les IEC sont également utilisés pour traiter l'hypertension (315, 316) et sont 

reconnus pour améliorer la fonction et le remodelage cardiaque. Ces effets protecteurs 

des IEC seraient possiblement dus à l'inhibition du SRA et/ou à l'inhibition de la 

destruction des kinines (317, 318). Notons que les différences entre les effets à long 

terme des antagonistes ATI  et les LEC dans les traitements contre l'hypertension et les 

maladies cardiovasculaires ne sont pas encore connues. 
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Il est important de mentionner que l'action des antagonistes des récepteurs ATI  

ne serait pas entièrement due à l'inhibition de ce sous-type de récepteurs (319); elle 

serait causée, en partie, par la stimulation du récepteur AT2  (320). Toutefois, la 

localisation et le temps d'expression du récepteur AT2  dans les maladies 

cardiovasculaires, de plus que les facteurs régulant les récepteurs AT2  in vivo incluant 

les ligands de ces récepteurs restent à être définis. Il est maintenant connu que le 

récepteur AT2  joue certains rôles dans la pathogenèse et le remodelage des maladies 

cardiovasculaires. D'une part, des connaissances approfondies sur le récepteur AT2  

pourraient contribuer à l'élaboration de nouvelles stratégies thérapeutiques pour 

mieux traiter les maladies cardiovasculaires et l'hypertension. D'autre part, certaines 

études ont montré qu'une diminution plus importante de la pression artérielle et de la 

post-charge peut être obtenue en ajoutant un antagoniste des récepteurs ATI  à un IEC, 

permettant ainsi de prévenir les effets délétères de l'Ang II produit par les voies 

métaboliques alternes (321-323). Chez l'homme, des études ont montré que les 

antagonistes des récepteurs ATI  pouvaient être associés sans risque aux IEC dans le 

traitement de l'hypertension artérielle, de l'insuffisance cardiaque congestive, ainsi 

qu'en période aigile suivant un infarctus du myocarde (324, 325). 

Pour finir, l'activité du SNS semble également jouer un rôle important dans 

l'hypertension. Les interactions entre le SRA et le SNS s exercent tant au niveau des 

centres intégrateurs de la régulation cardiovasculaire, qu'au niveau des mécanismes 

périphériques présynaptiques et postsynaptiques des terminaisons nerveuses 

sympathiques. L'ensemble des différentes actions de l'Ang II endogène facilite la 

transmission sympathique (326). De plus, il a été démontré que le SNS représente 

l'un des principaux mécanismes responsable de la libération de rénine par l'activation 

des récepteurs i3-adrénergiques des cellules juxtaglomérulaires (327). Il semble donc 

que les deux systèmes se stimulent mutuellement, ce qui pourrait jouer un rôle 

important dans la pathogénie de plusieurs pathologies du système cardiovasculaire 

telles que l'hypertension artérielle et l'insuffisance cardiaque (326). 
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1.6.2 Athérosclérose 
L'athérosclérose est un stade de l'artériosclérose, une maladie chronique des 

artères caractérisée par un épaississement et une rigidité de la paroi artérielle. 

L'athérosclérose se caractérise par l'accumulation de dépôts lipidiques (cholestérol et 

triglycérides) dans la tunique interne du vaisseau sanguin, formant par la suite une 

plaque athérosclérotique (athérome). La surface rugueuse de cette plaque provoque la 

libération du PDGF (facteur mitotique des plaquettes ou platelet-derived growth 

factor) par les plaquettes, les macrophages et les cellules endothéliales, favorisant 

ainsi la prolifération des CML. La prolifération des CML de la média et la migration 

qui s'ensuit semblent être les raisons principales pour la formation néointimale (328). 

La plaque athérosclérotique devient de plus en plus nocive en raison de la 

prolifération et de l' épaississement des fibres élastiques, de l'atrophie du tissu 

conjonctif, puis de la calcification; ces processus s'étendent de l'intima vers la média. 

Ces plaques atteignent surtout les grosses et les moyennes artères (aorte, artères 

coronaires et cérébrales, artères des membres) où elles provoquent une réduction 

accrue de la lumière artérielle, aboutissant à une obstruction complète. En réduisant 

l'élasticité de la paroi artérielle et en rétrécissant la lumière dans laquelle circule le 

sang, le phénomène de l'athérosclérose provoque une élévation de la pression 

artérielle pulsée (2, 12). 

Certaines évidences ont montré que l'Ang II pourrait jouer un rôle important 

dans la formation néointimale (329, 330). Plus précisément, l'activation du SRA 

tissulaire serait associée au développement de l'athérosclérose (331, 332). Certaines 

études ont rapporté que les IECA et les antagonistes des récepteurs ATi  bloquent la 

reproduction cellulaire, la migration vers l'intima et, de façon importante, 

l'épaississement intimal chez le rat (333-336), indiquant que l'Ang II est un 

médiateur important dans la formation néointimale. 
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1.7 Objectifs 
Comme nous l'avons mentionné à la section précédente, une administration 

prolongée d'Ang II provoque des changements significatifs dans la structure 

vasculaire (337), conduisant à un remodelage hypertrophique des artères de résistance 

de façon indépendante à un changement de la pression artérielle (231, 237). Aussi, il 

est bien connu que l'Ang II stimule l'hypertrophie dans les CMLV en produisant une 

augmentation de la synthèse protéique (227). Cette augmentation du taux global de 

synthèse protéique est déclenchée par l'activation de certaines voies de signalisation 

intracellulaires activées par la liaison de l'Ang II au récepteur ATI. Néanmoins, il 

existe encore peu d'informations sur la contribution de ces voies de signalisation 

menant à l'effet trophique vasculaire de l'Ang II dans les CMLV et les 

cardiomyocytes in vivo. De plus, une approche in vivo a le potentiel de dévoiler une 

hétérogénéité entre les différents segments du système cardiovasculaire, ce qui est 

difficilement réalisable sur des cellules en culture. 

Cette étude comprend quatre objectifs principaux. Le premier consiste à mettre 

au point une méthode permettant de déterminer la synthèse protéique induite par 

l'Ang II dans les petits et gros vaisseaux ainsi que dans le ventricule gauche in vivo, 

afin d'obtenir un indice précoce de remodelage hypertrophique. Cette méthode 

permettra d'évaluer le second objectif, soit la contribution des récepteurs ATi et des 

voies ERK-1/2 et P70s6K  dans l'hypertrophie cellulaire induite par l'Ang II dans les 

artères mésentériques et l'aorte in vivo, en utilisant divers agents pharmacologiques 

(irbésartan, PD98059 et rapamycine). Le troisième objectif sera de déterminer le rôle 

potentiel de Src dans l'hypertrophie vasculaire induite par l'Ang II dans le mésentère 

et l'aorte, en utilisant un inhibiteur sélectif à cette famille de tyrosine kinase (PP2). Et 

finalement, le quatrième objectif sera de déterminer l'implication de ces voies de 

signalisation, ou encore le(s) effet(s) des agents inhibiteurs reliés à ces voies, au 

niveau du ventricule gauche du coeur. 



CHAPITRE 2: MATÉRIELS ET MÉTHODES 
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2.1 Modèle expérimental: 
Nous avons utilisé des rats Sprague-Dawley (normotendus) ayant un poids de 

300g à 325g (Laboratoires Charles River, Qué., Canada). Afin d'effectuer nos 

expériences dans des conditions in vivo, ces rats ont été anesthésiés avec du 

pentobarbital de sodium (65 mg/kg, i.p.), nous permettant ainsi de procéder à la 

chirurgie impliquant l'insertion d'un cathéter de polyéthylène (un segment PE10 

inséré dans un segment PESO) dans l'artère et la veine fémorales. Chez certains rats, 

nous avons implanté une pompe osmotique Alzet® (modèle 1003D, amorcées la 

veille dans une solution saline stérile) dans le tissu sous-cutané (s.c.) au niveau de la 

région sous-costale, permettant une libération continue d'Ang II à une dose de 400 

ng/kg/min. La chirurgie terminée, les rats éveillés étaient libres de bouger dans leur 

cage, ayant accès à de l'eau ainsi qu'à leur nourriture grâce à l'emplacement d'un 

harnais, protégeant leurs cathéters (338). 

Afin de pouvoir marquer et mesurer le taux de protéines nouvellement 

synthétisées, nous avons eu recours à l'utilisation d'un isotope radioactif, soit la 

leucine-[31-1] (339, 340). Le but est d'arriver à obtenir un équilibre dans la 

disponibilité de l'isotope afin que le turnover protéique puisse être calculé par la 

mesure du taux d'incorporation dans les protéines nouvellement synthétisées. 

Toutefois, le mode d'administration de cet isotope radioactif devait être déterminé. 

Selon la littérature, deux techniques d'administration, soit par bolus (injection rapide 

d'une forte concentration d'acide aminé radiomarqué) soit par perfusion (introduction 

lente et continue d'un traceur radioactif) pouvaient être envisagées. Chez les animaux 

de laboratoire où il est possible de prélever directement les tissus, la technique de 

perfusion continue d'un acide aminé radiomarqué est la méthode la plus utilisée pour 

mesurer les cinétiques de protéines in vivo (339, 341, 342). Pour fin de vérification, 

nous avons effectué une série d'expériences préliminaires (administration de leucine 

par perfusion, bolus ou les deux ensembles) afin de déterminer la méthode optimale 

d'incorporation du traceur radioactif (leucine-[3H]) dans les protéines nouvellement 

synthétisées. Les résultats de ces expériences ont révélé que la méthode de perfusion 

constante de leucine-[3H] était la plus appropriée lorsqu'effectuée pendant une 
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période de quatre heures. Les valeurs obtenues étaient suffisamment élevées et 

reproductibles. Dans ces condtions, nous avons remarqué une augmentation rapide et 

significative du taux de synthèse protéique après la perfusion d'Ang II. Afin 

d'optimiser nos conditions expérimentales chez l'animal éveillé, nous avons évalué: 

1) la quantité de leucine-[31-1] à administrer, 2) la durée du traitement à l'Ang II et 3) 

la distribution tissulaire du traceur, ne devant pas être modifiée par les traitements. 

Nos résultats ont montré que la quantité totale de radioactivité dans les tissus, 

mesurée avant l'extraction des protéines, était similaire chez les rats témoins et les 

rats traités à l'Ang II, suggérant que les divers traitements n'ont provoqué aucune 

modification dans la distribution tissulaire de la leucine-[3H] (résultats non publiés). 

Le protocole final, décrit ci-dessous, a été utilisé dans chacune des expériences 

subséquentes. 

C'est à la suite des 22 heures de perfusion constante d'Ang II que la leucine-

[3F1] (48 1.1Ci dans une solution saline de 2 inL NaC1 0.9%) a été perfusée i.v. pendant 

une période de quatre heures à l'aide d'un pousse-seringue, réglé à un débit de 0,5 

ml/h (soit 12 µ,Ci/h). Les rats du groupe témoin ont reçu la perfusion de leucine-[3F1] 

ainsi que le véhicule de l'Ang II 22 heures après l'emplacement des cathéters. 

En ce qui concerne les agents pharmacologiques visant à modifier le taux de 

synthèse protéique, ils ont été administrés par une injection bolus i.v. après 21 heures 

de perfusion d'Ang II (soit une heure avant la perfusion de leucine-[31-1]) (figure 2.1). 

Les agents ainsi que les doses utilisées seront détaillés au chapitre 3 (résultats). Par 

ailleurs, une autre série d'expériences comprenait des rats traités à l'Ang II qui ont 

reçu l'irbésartan, un antagoniste sélectif des récepteurs ATi suivant le même 

protocole expérimental que décrit précédemment. Contrairement à nos attentes, les 

résultats de ces expériences n'ont montré que très peu d'effets sur la synthèse 

protéique (Tableau 3.2, voir section 3.1.4). Nous avons donc opté pour une 

administration plus longue de l'irbésartan. Ainsi, L'irbésartan a été administré par 

voie s.c. en deux doses, soit au moment de l'implantation de la pompe osmotique 

d'Ang II et 12 heures plus tard (figure 2.2). Ce protocole expérimental a été répété 

chez des rats témoins. 
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Tous les inhibiteurs et antagonistes ont été obtenus chez Calbiochem, sauf pour 

l'irbésartan qui nous a été généreusement offert par Bristol-Myers Squibb. Les agents 

pharmacologiques ont été solubilisés dans leur véhicule respectif, puis soniqués 

(ultrason), les rendant injectables via le cathéter veineux. Le PD98059 a été mis en 

suspension dans une solution polymérique à 1%, soit le Pluronique F68 (véhicule), 

puis soniqué avant son administration. Une série de rats témoins et traités à l'Ang II 

ont également reçu le véhicule, et aucun effet sur la synthèse protéique n'a été 

observé; ces animaux (n = 3/groupe) ont été regroupés avec les autres. D'autre part, la 

rapamycine a été mise en suspension dans le carboxyméthylcellulose à 0.2% (CMC) à 

une concentration de lmg/ml, passée aux ultrasons, aliquotée puis congelée. Juste 

avant son administration, la rapamycine a été diluée davantage dans le CMC (0.2%) 

puis passée aux ultrasons. La préparation du PP2 était identique à celle de la 

rapamycine. 

La pression artérielle (systolique, diastolique et moyenne) a été enregistrée de 

façon continue à l'aide d'un capteur de pression relié à un système d'acquisition de 

données chez les rats éveillés et libres dans leur cage, 15 minutes avant, ainsi que 

pendant l'administration du médicament, incluant aussi les quatre heures de perfusion 

de leucine-[3E1]. 

À la fin des traitements, les rats ont été anesthésiés (pentobarbital 35 mg/kg 

i.v.), nous permettant d'effectuer un prélèvement sanguin ainsi que l'extraction de 

divers tissus dont l'aorte, le mésentère et le ventricule gauche du cœur. Ces tissus ont 

immédiatement été transférés dans une solution froide modifiée de bicarbonate 

Krebs-Ringer (composition en mmol/L NaC1 118.6; KCL 4.8; CaC12  2.5; MgSO4 

1.2; KH2PO4  1.2; NaHCO3  25.1; Na+2, Ca2+  - EDTA 0.026; glucose 10.1). L'aorte et 

les ramifications de l'artère mésentérique supérieure (de premier ordre et en 

décroissant) ont été isolées de leurs tissus environnants, puis gelées dans de l'azote 

liquide. Le ventricule gauche a été congelé sans autre modification. 
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2.2. Mesure de la synthèse protéique: 
Afin de mesurer l'incorporation de leucine-[3H] dans les petites et grosses 

artères, nous avons utilisé une méthode dérivée de celle de McNulty et al. (339). Les 

tissus sont pulvérisés avec de la glace sèche et de l'azote liquide, puis la quantité 

totale de tissu réduite en poudre est divisée en deux portions pesées. Nous précipitons 

les protéines avec une quantité d' acide trichloroacétique (TCA) à 10% qui varie 

selon le poids du tissu pulvérisé; 250 Ill pour 50 mg et moins, 500 pd pour 50 à 100 

mg, 750 Ill pour 100 à 150 mg, 1000 ill pour 150 à 200 mg, les tissus laissés en 

contact avec le TCA pendant 18h à 4°C. 

La première portion de chaque tissu est utilisée pour mesurer l'incorporation de 

leucine-[3H]. Chaque tissu est rinçé une première fois dans 750 µ1 de TCA (10%), 

puis deux fois dans 750 lal d'eau afin d'éliminer la leucine non-incorporée. Une 

expérience complémentaire nous a permis de confirmer que des rinçages additionnels 

ne permettaient pas d'éliminer plus de radioactivité libre. Le culot est alors solubilisé 

dans de l'hydroxyde de potassium (KOH) 1M. La quantité de KOH varie selon le 

poids du tissu pulvérisé (mesuré avant le début des rinçages), selon l'échelle suivante: 

1 ml de KOH avec un échantillon de tissu de 10 mg ou moins, 2 ml avec 25 mg, 3 ml 

avec 50 mg, 4 ml avec 75 mg et 5 ml avec 100 mg. Afin de mesurer la radioactivité à 

laide d'un compteur de scintillation, nous ajoutons 1 ml de la solution de KOH dans 

10 ml de liquide de scintillation. Les résultats obtenus sont en cpm/mg de tissu. 

La deuxième portion de chaque tissu est utilisée pour mesurer la quantité de 

protéines dans le tissu. Cette fois-ci, chaque tissu est rincé une fois dans 750 iil de 

TCA (10%), puis solubilisé dans de l'hydroxyde de sodium (NaOH) à 1M (aux 

mêmes quantités que pour le KOH) afin de permettre la mesure du contenu 

protéinique d'après la méthode de Lowry (343). Cette méthode est une réaction 

colorimétrique dont l' absorbance est mesurée par un spectrophotomètre à une 

longueur d'onde de 660 nm impliquant l' albumine bovine comme substance étalon. 

Les résultats obtenus sont en mg de protéines/mg de tissu. Les valeurs finales sont 

exprimées en cpm/mg de protéines et représentent le taux de synthèse protéique 

pendant une période de quatre heures (figure 2.3). 
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2.3 Analyse statistique 
Les données sont présentées sous forme de moyennes ± l'erreur-type, et les 

nombres d'animaux (n) sont présentés dans la légende des figures retrouvées au 

chapitre 3 (section 3.1.4.). Les analyses statistiques ont été faites par ANOVA, 

suivies d'une correction de Bonferroni pour les comparaisons multiples. Les 

comparaisons étaient les suivantes: Ang II et traitement pharmacologique seul vs 

témoin, Ang II + traitement pharmacologique vs Ang II seule. La valeur de P < 0.05 

est considérée comme étant significative. 
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3.1.1 Abstract 

From in vitro studies, it has become clear that several signaling cascades are 

involved in angiotensin II-induced cellular hypertrophy. The aim of the present study 

was to determine the signaling effectors mediating Ang II-induced vascular protein 

synthesis in vivo in arteries with different physiological functions. By labeling newly 

synthesized proteins with tritiated leucine in conscious animais, we observed that 24 

hours of 400 ng/kg/min angiotensin II nearly doubled protein synthesis rate in the 

aorta and small mesenteric arteries, without affecting arterial pressure. This effect on 

protein synthesis was associated with enhanced aortic, but not mesenteric 

extracellular signal-regulated kinases (ERK)-1/2 activity. Accordingly, systemic 

administration of PD98059, an inhibitor of ERK-1/2, showed a marked reduction of 

protein synthesis rate in the aorta, but a limited effect in mesenteric arteries. 

Rapamycin, which influences protein synthesis by a more complex mechanism, had a 

significant effect in both vessel types. Rapamycin and PD98059 did not alter basal 

protein synthesis and had minimal effects on arterial pressure. The AT1 receptor 

antagonist Irbesartan antagonized the effect of Ang II. We conclude that ERK1/2 and 

rapamycin-sensitive pathways are involved in pressure-independent angiotensin II-

induced vascular protein synthesis in vivo, but that their relative contribution may 

vary depending on the function of the artery under investigation. 
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3.1.2 Introduction 
Angiotensin II (Ang II) has a substantial role in the normal and pathological 

physiology of the vessel wall. Indeed, in addition to being a vasoactive peptide, this 

multifunctional hormone stimulates hypertrophy of isolated vascular smooth muscle 

cells (VSMC), as a result of enhanced protein synthesis (9). Chronic administration of 

Ang II has been shown to promote significant changes in vascular structure, leading 

to pressure-independent hypertrophic remodeling of small arteries (11, 17, 24). In 

large arteries, exogenous Ang II first induces hypertrophy, which is followed by 

increased DNA synthesis (7, 14). 

Activation of the Ang II-receptor subtype 1 (AT,) is essential for the vascular 

effects of Ang II, a fact clearly established by studies using various AT, blockers. 

Binding of Ang II with the AT, receptor triggers a complex series of intracellular 

signaling events activating protein kinase cascades acting synergistically to increase 

the global rate of protein synthesis (3, 25). In vitro studies identified at least two 

independent signaling pathways directly linked to protein synthesis (10, 21, 22). 

Activation of a member of the mitogen-activated protein kinases (MAPK), 

extracellular signal-regulated kinase-1 (ERK-1 or p44')  and ERK-2 (p42rn"k), 

represents one of these pathways (10, 28). The double threonine/tyrosine 

phosphorylation and activation of ERK-1/2 by MEK can be blocked selectively by 

the synthetic compound PD98059 (1, 8, 22). Using this compound, Servant et al. 

demonstrated that the ERK-1/2 signaling pathway is a necessary element in Ang II-

induced protein synthesis in VSMC (22). 

Activation of the AT, receptor also stimulates the phosphorylation and 
S6k-, enzymatic activity of the 70-kD S6 kinase (p7  u ) in VSMC (10), which is the major 

physiologie kinase for ribosomal protein S6, a component of the 40S ribosomal 

subunit (19). It is known that p70S6k is implicated in Ang II-induced protein synthesis 

in rat aortic VSMC and cardiac myocytes (10, 21). Indeed, in vitro studies have 

shown that rapamycin, an immunosuppressive agent, selectively abolishes activation 
k (phosphorylation) of p70s6,  and consequently of protein synthesis (10, 21). 

Rapamycin likely acts by preventing the auto-phosphorylation of the FKBP-

rapamycin associated protein/mammalian target of rapamycin (FRAP/mTOR), a 
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phosphoinositide-related kinase (4). FRAP/mTOR is an upstream regulator of p70s6k  

activity, but also of other modulators of protein synthesis (see discussion) (19, 25). 

Thus, in vitro studies clearly indicate that Ang II activates cascades involving 

ERK-1/2 and p70, which both contribute to enhanced protein synthesis. However, 

Ang II signaling is complex and little is known about the in vivo contribution of these 

signaling pathways to the vascular effect of Ang H. In addition, a different 

contribution of signaling cascades in arteries with different physiological function is a 

plausible hypothesis that deserves investigation. These issues represent the aim of the 

present study and to address them, we devised a model that allows the measure of 

vascular protein synthesis in vivo. We then compared the efficacy of PD98059 and 

rapamycin to modulate protein synthesis in conduit (aorta) and small arteries from the 

mesenteric circulation. 

3.1.3 N'atonals and Methods 

3.1.3.1 Animais and treatments: 
Male Sprague-Dawley rats weighing 300-325 g (obtained from Charles River 

Laboratories, Que., Canada) were anesthetized with pentobarbital sodium (65 mg/kg, 

i.p.) for insertion of a polyethylene catheter (PE10 segment welded to a PESO) into 

the femoral artery and vein. In some animals, an osmotic pump (model 1003D 

AlzetiO) was implanted subcutaneously in the subcostal region, releasing a constant 

dose of 400 ng/kg/min of Angiotensin II. (These osmotic pumps were primed in a 

sterile saline solution one day prior to surgery.). Rats were then free to move and had 

access to food and water, with a tethering system protecting the catheters (18). 

Following 22 hours of Angiotensin II infusion, a saline solution containing L-

(3,4-3H) leucine was infused i.v. during 4 hours at a rate of 12 iuCi/hour. Control rats 

received leucine infusion alone, 22 hours after catheter implantation. At the end of 

treatments, animals were anesthetized (pentobarital 35 mg/kg i.v.) and exsanguinated. 

The thoracic aorta and the mesenterium were then collected and immediately 

transferred in a modified cold Krebs-Ringer bicarbonate solution (composition in 

mmol/L: NaC1 118.6; KC1 4.8; CaC12  2.5; MgSO4  1.2; KEI2PO4  1.2; NaHCO, 25.1; 
Na+2, Ca2+-EDTA 0.026; glucose 10.1). The aorta and small ramifications of the 
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superior mesenteric artery (first order and smaller) were freed from surrounding 

tissue and frozen in liquid nitrogen. 

Pharmaceutical agents were administered by i.v. bolus injection following 21 

hours of Angiotensin II infusion (one hour prior to [31-1]-1eucine infusion). Ang II-

treated rats received the synthetic compound PD98059 at doses of 1 mg/kg (n = 6), 5 

mg/kg (n = 7) and 10 mg/kg (n = 6). A group of control rats received 10 mg/kg 

PD98059 (n = 4). In a second set of experiments, rapamycin was injected at doses of 

0.1 mg/kg (n = 8), 0.5 mg/kg (n = 6) and 1 mg/kg (n=3) in Ang II-treated rats. Six 

control rats received 0.5 mg/kg rapamycin. In a third series, Ang II-treated rats 

received irbesartan, a selective AT-1 receptor blocker, at doses of 10 mg/kg (n = 9), 

30 mg/kg (n = 5) and 40 mg/kg (n = 5), following the same experimental protocol. 

Additional rats were treated with irbesartan according to a different treatment scheme. 

Irbesartan was administered subcutaneously at the time of surgery and 12 hours later 

(10 mg/kg at each occasion) in Ang II-treated (n = 8) or in control rats (n = 6). We 

used two sets of control and Ang II-treated rats to confirm the reproducibility of the 

method. The first set (n = 10 and 10, respectively) was studied simultaneously to 

PD98059 and irbesartan groups. The second set (n = 7 and 9, respectively) was 

studied in parallel with the rapamycin experiments. Finally, three additional control 

and Ang II-treated rats were used to test vascular ERK-1/2 activity. Theses last 

animals were sacrificed 21 hours after the beginning of Ang II administration, to 

determine ERK-1/2 activity at the time when PD98059 was normally injected. 

Arteiial pressure was continuously measured intra-arterially in freely moving 

rats 15 minutes before and following drug administration, including during leucine 

infusion. Mean arterial pressure (MAP) was averaged over these last five hours. 

3.1.3.2 Protein Synthesis Measurement: 

In order to measure leucine incorporation in small and conduit arteries, we 

used a method derived from that of McNulty et al. (16). Tissues were pulverized with 

dry ice and liquid nitrogen conditions and the total amount of powder was divided 

into two weighed portions. To the first portion, 5 volumes 10 % trichloroacetic acid 

(TCA) were added and the samples were left overnight at 4 °C. Tissues were then 

rinsed once in the same amount of 10 % TCA and twice in water to wash non- 
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incorporated leucine. We confirmed that additional washings did not remove more 

radioactivity. The pellet was solubilized in potassium hydroxide (KOH 1M) and 

radioactivity was measured with a Packard Liquid Scintillation Analyzer. Results 

obtained are in CPM/mg of tissue. The second portion of pulverized tissue was also 

left overnight in 10% TCA, and then solubilized in sodium hydroxide (NaOH 1M) for 

measurement of protein content by the method described by Lowry (15). Results 

obtained were in mg of proteins/mg of tissue. The final data is expressed as CPM/mg 

protein and represents the rate of protein synthesis over a 4-hour period. Total tissue 

radioactivity, measured before protein extraction, was similar in additional control 

and Ang II-treated rats, suggesting that the availability of [31-1]-1eucine was not 

modified by treatments (data not shown). 

3.1.3.3 ERK-112 activity determination: 
To confirm that Ang II does stimulate the ERK-1/2 pathway in in vivo 

conditions, its activity was determined by western blot, using a phosphospecific 

antibody, as previously described (27). Frozen aortas and mesenteric arteries were 

pulverized in dry ice and liquid nitrogen and homogenized using a polytron in ice-

cold lysis buffer (PBS 20 %, Igepal CA-630 1 %, Na-deoxycholate 0,5 %, SDS 0.1 

%, PMSF 0.25 %, aprotinine 0.1 %). After 30 minutes of incubation at 4°C, the 

protein supernatant was separated by centrifugation (4 •C, 30 min, 14 000 g) and 

protein concentration determined with a Micro BCA Protein Reagent Kit (Pierce). 

Equal amounts of proteins (20 µg) were loaded in each wells of a 4 % SDS-PAGE 

acrylamide stacking gel and separated by a 10 	SDS-PAGE acrylamide gel. 

Proteins were then transferred to a polyvinyllidene difluoride membrane (Fisher 

Scientific) during 24 hrs at 4 °C and 25 mV. A blocking buffer (tris-buffered saline, 

0.1 % Tween-20 (TTBS) and 5 % w/v non-fat dry milk) was incubated for 3 hrs at 

room temperature. The membrane was first washed with TTBS and then incubated 

for 24 hrs at 4 °C with a phospho-specific ERK1/2 antibody (p44/p42 MAPK 

(T202/Y204) E10 monoclonal antibody, New England Biolabs, final dilution 1:2000). 

The membrane was washed and incubated for 2 hrs at room temperature with a sheep 

anti-mouse IgG, peroxidase-linked antibody (Amersham Pharmacia Biotech), diluted 

1:2000. After the final wash, the membrane was incubated for 1 min with ECL 
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western blotting reagents (Amersham Pharmacia Biotech), exposed on Hyperfilm 

ECL (Amersham) which was subsequently developed. The film was scanned and the 

optical density quantified using NIH Image. 

3.1.3.4 Drugs and Statistical Analysis: 

All drugs were purchased from Calbiochem. Irbesartan was a kind gift from 

Bristol-Myers Squibb. PD 98059 was suspended in a 1% polymeric solution (Pluronic 

F68) and sonicated (ultrasound) prior to administration. A series of control and 

Ang II-treated rats also received the vehicle and no effect was noted on protein 

synthesis. These animals (n=3/group) were pooled with the others. Rapamycin was 

suspended in 0.2% carboxymethylcellulose (CMC) by sonication, aliquoted and 

frozen. Prior to its administration, rapamycin was further diluted in CMC and 

sonicated. 

Data are presented as mean ± s.e.m. and the number of animals is presented in 

the methods section. Statistical analysis was done by ANOVA followed by 

Bonferroni' s correction for multiple comparisons. A priori comparisons were: Ang II 

and drugs alone vs control, and drugs + Ang II vs Ang II alone. P < 0.05 was 

considered significant. 

3.1.4 Results 
Angiotensin II stimulated protein synthesis by 72% in the aorta and by 80% in 

mesenteric arteries (Figure 3.1). This response was reproduced on a second occasion 

(91 and 105%, respectively, figure 3.3), confirming the validity of the method. At the 

dose used, Ang II administration did not elevate arterial pressure as compared to 

control rats (Table 1). 

3.1.4.1 ERK-112 Pathway 

PD98059, a selective MEK inhibitor, had no significant effect on aortic and 

mesenteric protein synthesis when administered alone at 5 mg/kg (Figure 3.1). Given 

at the dose of 1 mg/kg, PD98059 had no effect on Ang II-induced protein synthesis in 

the aorta and mesenteric bed. At 5 mg/kg, there was a trend for a reduction in protein 

synthesis rate in the mesenteric bed, while that of the aorta was unaffected. 
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Figure 3.1: Effect of ERK1/2 activity inhibition with PD98059 (1, 5 and 10 
mg/kg) on protein synthesis rate in the aorta and small 
mesenteric arteries. The effect of the drug was tested in basal 
conditions and after Angiotensin II (Ang II)-induced protein 
synthesis. * P < 0.05 vs Ctl; t P < 0.05 vs Ang II alone (ANOVA + 
Bonferroni). 
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At the maximum dose used, the MEK inhibitor in the presence of Ang II did 

not produce a further reduction in protein synthesis in small arteries, but totally 

blocked it in the aorta (107% reduction, Figure 3.1). Antibodies directed against the 

active (phosphorylated) form of ERK-1/2 confirmed that their aortic activity doubled 

following Ang II administration (Figure 3.2). In contrast, however, ERK-1/2 activity 

was not enhanced in mesenteric arteries. The acute administration of PD98059 had no 

influence on MAP averaged over the five hours following its administration (Table 

3.1). 

3.1.4.2 Rapamycin-sensitive Pathway 
When administered alone as an i.v. bolus, 0.5 mg/kg rapamycin had no effect 

on protein synthesis in the mesenteric bed, nor in the aorta (Figure 3.3). When protein 

synthesis was first stimulated by Ang II, rapamycin produced a significant reduction 

in mesenteric arteries, reaching a maximum of 84% at 0.5 mg/kg. As with PD98059, 

the effect in the aorta improved further at the highest dose, reaching 76% reduction at 

1 mg/kg (Figure 3.3). The highest dose of rapamycin increased mean arterial pressure 

averaged over the course of its administration, by 10 mmHg (Table 3.1). 

3.1.4.3 AT-1 Receptor antagonism 
Using the same experimental protocol as in the previous experiments, we 

administered irbesartan, a specific and selective AT, receptor blocker, one hour prior 

to leucine infusion. In both aorta and small mesenteric arteries, irbesartan at 10, 30 

and 40 mg/kg had no significant effect on Ang II-induced increase in protein 

synthesis (Table 3.2). However, when administered at the beginning and 12 hours 

after the start of Ang II infusion (2x10 mg/kg), irbesartan totally abolished the trophic 

effect of Ang II in both vascular beds (Figure 3.4). In addition, irbesartan 

administered alone had a tendency to reduce protein synthesis in the aorta. This 

tendency reached statistical significance in the mesenteric arteries. The blood 

pressure lowering effect of irbesartan was similar in both treatment regimens 

(Table 3.1). 
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Treatment MAP: pre-drug (mm Hg)* MAP: post-drug (mm Hg) 

Control 103 ± 5 

Ang II 105 ± 7 

Ang II + PD 1 mg/kg 122 ± 6 117 ± 10 

Ang II + PD 5 mg/kg 119 ± 4 111 ± 5 

Ang II + PD 10 mg/kg 115 ± 4 113 ± 2 

Ang II + Irb 10 mg/kg 110 ± 9 81± 5 * 

Ang II + Irb 30 mg/kg 106 ± 5 64 ± 6* 

Ang 11+ Irb 40 mg/kg 127 ± 10 62 ± 4 * 

Irb 2x10 mg/kg 75 ± 1 

Ang 11 + Irb 2x10 mg/kg 84 ± 2 

Control 112 ± 3 

Rap 0.5 mg/kg 98 ± 10 95 ± 10 

Ang 11 114 ± 7 

Ang 11 + Rap 0.1 mg/kg 101 ± 9 93 ± 9 

Ang 11 + Rap 0.5 mg/kg 109 ± 4 109 ± 2 

Ang 11+ Rap 1.0 mg/kg 111 ±5 123± 1* 

Table 3.1: Mean arterial pressure before and after drug administration. 
Data is presented as meantsenn * P < 0.05 vs Pre-drug (paired t-test). 
tFor control and Angiotensin II-treated animals that did not receive 
further acute treatments, only one pressure is presented. MAP Pre-
drug: mean arterial pressure before acute drug administration; MAP 
post-drug: MAP averaged during the 5 hours following acute drug 
administration; PD: PD98059; Rap: Rapamycin; Irb: Irbesartan. 
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Effect of Rapamycin (0.1, 0.5 and 1 mg/kg) on protein synthesis 
rate in the aorta and small mesenteric arteries. The effect of the 
drug was tested in basal conditions and after Angiotensin II (Ang 11)-
induced protein synthesis. * P < 0.05 vs Ctl; t P < 0.05 vs Ang II 
alone (ANOVA + Bonferroni). 

Figure 3.3: 
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T r e at m e nt A o rt a ( c p m/ m g) M e s e nt e ri c a rt e ri e s ( c p m/ m g) 

C o ntr ol  2 7 3 ± 2 0 3 7 5 ± 5 9 

A n g II  4 2 1 ± 4 1* 7 6 9 ± 1 2 1* 

A n g II + lr b e s art a n 1 0 m g/ k g 5 6 7 ± 1 2 7 6 9 7 ± 9 1 

A n g II + Ir b e s art a n 3 0 m g/ k g 4 3 3 ± 5 6 	 • 6 7 8 ± 1 1 2 

A n g II + Ir b e s art a n 4 0 m g/ k g 5 4 6 ± 7 5 6 4 4 ± 7 4 

T a bl e 3. 2: P r ot ei n s y nt h e si s i n t h e a o rt a a n d m e s e nt e ri c a rt e ri e s of r at s 
tr e at e d a c ut el y wit h t h e A T 1-r e c e pt or a nt a g o ni st Ir b e s art a n. 
* P < 0. 0 5 v s C o ntr ol f or a n gi ot e n si n 1 1 ( A n g 1 1) o nl y. 
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Figure 3.4: 
	Effect of Irbesartan (10 mg/kg s.c. twice at 12 hours interval) on 

basal and AngiotensinII(Ang II)-stimulated protein synthesis in 
the aorta and small mesenteric arteries.* P < 0.05 vs Ctl; 
t P < 0.05 vs Ang 11 alone (ANOVA + Bonferroni). 
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3.1.5 Discussion 
Ang II is a trophic factor in several cell types, including VSMC in culture (9, 

10). Accordingly, chronic in vivo administration of the peptide produces a pressure-

independent hypertrophy of the vascular wall (11, 17, 24, 26). Both hypertrophy and 

DNA synthesis have been reported, although protein synthesis seems to precede DNA 

replication (7, 14). To the best of our knowledge, the present study represents the first 

direct demonstration of an increased protein synthesis in the vascular wall in vivo 

following Ang II administration. Our results are in agreement with a study of ex vivo 

protein synthesis measurement in tissues extracted from rats previously treated with 

Ang II (23). The enhanced protein synthesis occurred without any significant change 

in arterial pressure, lending direct support to the concept that Ang II exerts a vascular 

trophic action independently from pressure changes, a concept previously derived 

mainly from indirect studies using antihypertensives or other strategies (11, 24, 26). 

Angiotensin 11 initiates complex cellular signaling events, and it appeared 

imperative to determine which pathways are operative in vivo, while also examining 

for potential vascular heterogeneity. Among the MAP kinase cascades identified, the 

ERK1/2 pathway has been implicated in Ang II-induced protein synthesis (22). The 

development of PD98059, which selectively inhibits the phosphorylation and 

activation of ERK by MEK (1, 8, 22), has been a key element to better understand the 

participation of this cascade in cellular events, using in vitro cell culture systems. Our 

results with the inhibitor strongly suggest that this pathway is an important 

component for Ang II-induced elevation of aortic protein synthesis in vivo. In 

addition, we could show a significant increase in ERK-1/2 activity following Ang II 

administration, explaining the efficacy of the inhibitor. However, in small arteries 

PD98059 only tended to limit Ang II-induced protein synthesis. This correlates well 

with the apparent inability of Ang II to stimulate ERK-1/2 activity in these vessels, as 

demonstrated in the present study. Thus, it appears as though arteries with different 

physiological function may use different signaling events to enhance their protein 

synthesis with Ang II. 
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Rapamycin is another compound that inhibits VSMC protein synthesis 

induced by several growth factors, including Ang II (10, 19). In vitro studies have 

clearly demonstrated that the rapamycin-sensitive pathway is independent from the 

ERK-1/2 MAPK cascade (2, 22), since rapamycin does not modify ERK1/2 activity 

(22). In vivo administration of rapamycin several hours after Ang II showed a marked 

inhibition of Ang II-induced protein synthesis in mesenteric arteries and in the aorta. 

Thus, the rapamycin-sensitive signaling cascade is a second pathway operative upon 

stimulation of vascular protein synthesis in vivo in large arteries, but may be 

predominantly responsible for the Ang II response in small arteries. One likely 

explanation for the regional heterogeneity could be related to differences in the 

machinery regulating protein synthesis. PD98059 and rapamycin use different 

downstream events to influence protein synthesis (25). It has been demonstrated that 

MAPK pathways (more precisely, ERK and p38) appear to converge at a common 

kinase called MNK1 (for MAP kinase interacting protein kinase 1) (30). This kinase 

efficiently phosphorylates and activates the mRNA 5 cap-binding protein eIF4E, 

which seems to be the rate-limiting step in cap-dependent mRNA translation (20, 25). 

In contrast, rapamycin inhibits FRAP/mTOR, which lies in the cascade relaying 

phosphoinositide 3-0H kinase (PI 3-K) to the phosphorylation and inactivation 

eIF4E-binding protein (4E-BP1) (29). Phosphorylated 4E-BP1 dissociates from 

eIF4E, and translation is unrepressed. Thus, rapamycin inhibits protein synthesis by 

enhancing 4E-BP binding to eIF4E, and not by direct interaction with eIF4E. In 

parallel, rapamycin, also through its interaction with FRAP/mTOR, prevents the 

activation of the p70s6k, which also regulates the translation of a subset of mRNAs 

(13). Thus, it is possible that VSMC in different types of arteries, with distinct 

physiological roles, may actually regulate their protein synthesis by alternative 

mechanisms. We propose that VSMC in small arteries are less dependent on the 

ERK-1/2 signaling cascade than VSMC in large arteries to mediate the trophic effect 

of Ang II. Alternatively, different relative cellular composition of the vessel wall may 

also explain our observation. The present study only suggests this heterogeneity and a 

more appropriate study will be designed to address this hypothesis, which could be of 

therapeutic value. 
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In our in vivo conditions, ERK1/2 and rapamycin-sensitive pathways seemed 

to overlap to a great extent in the aorta, where addition of the effect of the two drugs 

given seperately yields an inhibition of more than 180%. Therefore, one may believe 

that the two pathways are interdependent. Considering the magnitude of inhibition by 

both drugs alone, combination of PD98059 and rapamycin would not provide 

additional information on the dependence of the signaling events in vivo. An overlap 

of smaller magnitude has also been reported in cell culture systems, although the 

pathways were clearly shown to be independent (22). Thus, this overlap remains 

puzzling and represents an issue that will deserve further investigation and should be 

addressed at the molecular level. It was also interesting to note that both drugs 

appeared less potent in the aorta, as higher doses were needed to obtain the maximum 

effect, as compared to mesenteric arteries. The change in sensitivity may be related to 

the penetration of the drug, which may be limited by the thick media of the aorta, as 

compared to small arteries. Altematively, more cells may have to be affected in the 

aorta to change the global response. 

The role of ATcreceptors mediating Ang II-induced protein synthesis was 

confirmed with irbesartan, a potent AT,-receptor antagonist (5, 12). In addition, the 

results suggest that endogenous Ang II exerts a tonic effect on protein synthesis, as 

basal protein synthesis was inhibited by irbesartan. However, this could also be due to 

the hypotensive effect of irbesartan, as a change in hemodynamic conditions is likely 

to influence the vessel wall. Although our initial studies (short administration, 

tables 1 and 2) did not show any influence of pressure reduction on vascular protein 

synthesis per se, the longer period of hypotension observed in the second series of 

experiments (24 hours of Irbesartan) could still explain the reduction of protein 

synthesis below physiological levels. Alternatively, unopposed AT2-receptors may 

reduce proliferation during AT-receptor blockade (6). Thus, the effect of irbesartan 

on physiological protein synthesis will deserve further investigation. In contrast, 

blockade of the ERK-1/2 or the rapamycin-sensitive pathways did not influence basal 

protein synthesis in large and small arteries, suggesting that these two pathways, 

which respond to trophic stimuli may not be key elements in protein renewal under 

physiological conditions. This argues against a significant role of endogenous Ang II 

to modulate physiological cell protein synthesis, since it seems to use these pathways 
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for its effect. However, phosphospecific western blots did reveal a degree of ERK-1/2 

activity under basal conditions, suggesting that our evaluation of protein synthesis 

may not be sensitive enough to pick up a small change induced by lowering ERK-1/2 

activity below physiological values. 

One other aspect that warrants discussion is the time-course of our protocols. 

When irbesartan was administered according to the same protocol used with PD 

98059 and rapamycin, it failed to alter Ang II-induced vascular protein synthesis. 

However, subcutaneous administration of the drug together with Ang II during 24 

hours, totally prevented the trophic effect of Ang IL Thus, it appears that receptor 

blockade has to be sustained to prevent intracellular signaling activation, while 

interference with intracellular signaling events can occur at a later time. In fact, the 

late effect of PD98059 was rather surprising, considering that in vitro Ang II-induced 

activation of ERK-1/2 is transient in nature and seems to fade after 60 minutes (28). 

We confirmed that ERK-1/2 activity was elevated in the aorta after 21 hours of 

Ang II administration, corresponding to the injection time of PD98059 or rapamycin. 

It is thus likely that in vivo, ERK-1/2 activation follows a different lcinetic than in 

synchronized cells in culture, allowing a late inhibition to be effective. The 

contribution of a different activation kinetic to the heterogeneity between large and 

small arteries remains to be tested. 

3.1.6 Limitations and conclusion 
The aim of the present study was not to characterize the signaling events up-

or downstream of the drug s site of action, but to find the pathways operating in vivo 

in arteries with distinct physiological functions. Cell culture systems represent a 

better model to study mechanisms and have provided very robust information 

regarding the selectivity and specificity of the drugs used. Thus, our interpretation of 

the data is based on the current understanding of the mechanism of action of the 

pharmacological agents that were used either to antagonize ATt-receptors or signaling 

events. 

In conclusion, our results obtained in in vivo conditions demonstrate that acute 

Ang II administration at a non-pressor dose leads to vascular hypertrophy by 

enhancing local protein synthesis. In agreement with previous in vitro studies, we 

show that both ERK1/2 and rapamycin-sensitive signaling pathways are implicated in 
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Ang II-induced increase in protein synthesis in vivo. In contrast to what was 

suggested from in vitro studies, however, late inhibition of the signaling pathways is 

effective to reduce protein synthesis. In addition, we propose a degree of vascular 

heterogeneity in the relative implication of ERK1/2 to mediate Ang II-induced 

protein synthesis. This new information provides a better insight on the signaling 

events mediating hypertrophy of small and large arteries that could be triggered by 

elevated levels of Ang II in pathological conditions. 
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3.2 LES TYROSINE KINASES Src et leur inhibiteur sélectif (PP2) 

3.2.1 Introduction 
De plus en plus d'évidences suggèrent qu'un membre de la famille de tyrosine 

kinases Src est un médiateur important dans l'activation des voies de signalisation des 

récepteurs ATi  (344, 345) (voir section 1.4.1.2). Plus précisément, Src serait un point 

d'intégration critique des voies de signalisation dépendantes du Ca2+  et de ERK-1/2 

dans les CMLV, en réponse à une stimulation par l'Ang II (279). En effet, il a été 

montré que Src joue un rôle important dans l'activation des MAPK (279), une voie 

reliée à la synthèse protéique (122, 344, 345) et à la croissance cellulaire (127). 

Les membres de la famille Src partagent des domaines structuraux semblables. 

Ainsi, le domaine N-terminal contient un site consensus de myristoylation ainsi qu'un 

site de palrnitoylation (346). Ce dernier est suivi des domaines régulateurs SH3 et 

SH2, un domaine catalytique bilobal (son site actif est situé entre deux lobes) ainsi 

qu'un domaine C-terminal qui contient un résidu tyrosine régulateur (Tyr527  dans 

Src). Les domaines SH2 et SH3 lient des peptides riches en résidus phosphotyrosine 

et proline respectivement; par ces interactions, ils jouent un rôle dans la régulation 

intramoléculaire de l'activité kinase (347). 

Un résidu qui semble être critique pour la régulation de c-Src est le résidu 

tyrosine spécifique Tyr527. La Csk (C-terminal Src kinase), une protéine tyrosine 

kinase cytoplasmique, régule l'activité des membres de la famille Src en 

phosphorylant le résidu Tyr527  de l'extrémité régulatrice C-tellninale (348), un 

processus qui résulte en un changement conformationnel (médié par SH2 et SH3) qui 

inactive l'enzyme (349-351), et donc, inhibe l'activité c-Src (130, 352). D'autres 

évidences viennent supporter l'importance du rôle que joue Csk dans la régulation de 

Src. En effet, il semble que l'autophosphorylation sur Tyr394  de Lck, une autre 

tyrosine kinase de la famille Src, déclenche une interaction avec Csk, facilitant ainsi 

la phosphorylation et l'inactivation de Lck (348). La phosphorylation d'autres 

substrats cellulaires par Csk serait possiblement régulée par un mécanisme semblable 

(348). De plus, une étude a montré que la Csk possède une similarité séquentielle à 
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Src (353); les kinases reliées à Src partageraient donc une structure tridimensionnelle 

ainsi que des mécanismes de régulation intramoléculaire semblables. 

En plus du domaine catalytique C-terminal, la Csk possède une région 

régulatrice N-terminale contenant les domaines SH3 et SH2, cependant, le rôle de 

cette région n'est pas bien connu (354). Cette région régulatrice serait importante 

pour optimiser l'activité kinase du domaine catalytique, mais ne jouerait pas un rôle 

spécifique dans la reconnaissance du substrat (354). 

Pour résumer, des études structurales ont montré que 2 éléments différents 

régulent l'activité kinase (355). Le premier consiste en un groupe de sites de 

phosphorylation dans la boucle activatrice qui peut, soit directement ou 

indirectement, réguler le site actif (355, 356). Le second comprend une multitude de 

liaisons intramoléculaires entre le domaine kinase et les domaines SH3 et SH2 (357). 

Par ailleurs, une évidence récente suggère un mécanisme bidirectionnel de régulation 

par lequel les domaines de régulation inhibent Src et l'activité Src contrôle la 

disponibilité des domaines régulateurs. Par ce mécanisme, la famille Src peut être 

activée par des protéines qui phosphorylent ou qui changent la conformation du 

domaine catalytique. Une fois activée, la famille Src devient moins susceptible à la 

régulation, impliquant une rétroaction positive (positive feedback loop) sur leur 

activité (358). 

Afin d'évaluer la contribution de Src dans l'augmentation de la synthèse 

protéique induite par l'Ang II in vivo, nous avons évalué l'effet-dose du PP2 

(inhibiteur sélectif de la famille de tyrosine kinases Src) dans nos conditions 

expérimentales. Il est connu que le PP2 produit une inhibition puissante et sélective 

des kinases de la famille Src, telles que la p56ick  et la p59fYnT  en empêchant la 

phosphorylation en Tyr sur Src (121). 

3.2.2 Objectif 

Notre objectif était de déterminer l'implication potentielle de Src dans notre 

modèle d'hypertrophie vasculaire aigu, c'est-à-dire dans l'augmentation de la 

synthèse protéique induite par l'Ang 11 in vivo. 
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3.2.3 Méthodes et groupes expérimentaux 
Pour ce faire, nous avons suivi exactement le même protocole expérimental, et 

la même échelle temporelle que celle schématisée à la figure 2.1 du chapitre 2. 

L'administration du PP2 chez les rats mâles Sprague-Dawley a été effectuée une 

heure avant la perfusion de leucine-[3F1]. Les rats traités à l'Ang II ont reçu le PP2 (ou 

son véhicule, le CMC 0,2 %) sous forme de bolus i.v. à la dose de 0,1 ou 0,5 mg/kg 

(n = 4/groupe), à raison de 0.3 ml/rat. Un autre groupe a reçu le PP2 seul, à la dose 

maximale de 0,5 mg/kg. 

La préparation du PP2 a impliqué d'abord sa mise en suspension dans le 

carboxyméthylcellulose à 0,2% (CMC) à une concentration de lmg/rnl, puis passée 

aux ultrasons. Les aliquots préparés ont ensuite été congelés. Juste avant son 

administration, le PP2 a été dilué dans le CMC (0,2%), puis passé aux ultrasons. Les 

rats traités à l'Ang II (n = 9) ont reçu la même dose d'Ang II que dans les expériences 

précédentes, alors que les rats témoins (n = 7) n'ont reçu que le véhicule (CMC 

0,2%). D'autre part, la pression artérielle a été mesurée de façon continue chez les 

rats éveillés, soit 15 minutes avant, ainsi qu'après l'administration du PP2 (incluant 

pendant la perfusion de leucine). La mesure de la synthèse protéique a été effectuée 

en suivant exactement la même méthode décrite au chapitre 2 (voir figure 2.3). 

3.2.4 Résultats 
L'Ang II a provoqué une augmentation significative de l'incorporation de 

leucine-[31-1], supérieure à 50% dans l'aorte (de 293±28 du groupe témoin à 504±56 

cpm/mg) et dans les petites artères mésentériques (de 410±31 à 739±85 cpm/mg 

protéines (prot.). L'administration d'Ang II n'a pas eu d'effet significatif sur la 

pression artérielle moyenne (PAM). 

Lorsqu'administré à la dose de 0,5 mg/kg, le PP2 a provoqué une inhibition de 

la synthèse protéique induite par l'Ang II d'environ 75% dans l' aorte (344±32 vs 

504±56 cpm/mg prot. du groupe Ang II) et d'environ 60% dans les petites artères 

mésentériques (539±67 vs 739±85 cpm/mg prot. du groupe Ang II) (n=4 et n=3 

respectivement). Chez les rats traités à l'Ang II, le PP2 a diminué le taux de synthèse 

protéique au niveau des valeurs obtenues avec le PP2 administré seul. Contrairement 
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à la dose de 0.5 mg/kg, la dose plus faible de 0.1 mg/kg de PP2 (aorte: n=4; 

mésentère: n=2), ainsi que le PP2 seul à la dose maximale de 0.5 mg/kg (n=3) n'ont 

pas eu d'effet significatif sur la synthèse protéique (figures 3.5 et 3.6). De plus, un 

traitement au PP2 n'a pas affecté la PAM de façon significative aux deux doses 

utilisées. 
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Figure 3.5 : Effets du PP2, un inhibiteur sélectif des tyrosine kinases 
Src, sur la synthèse protéique induite par l'Ang II au 
niveau de l'aorte (0.1 mg/kg, n=4; 0.5 mg/kg, n=4). 
* P < 0.05 vs témoin. 
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3.2.4 Discussion 
Les résultats de cette étude supportent l'hypothèse que les tyrosine kinases de la 

famille Src sont d'importants régulateurs des voies de signalisation de l'Ang II. En 

effet, nos résultats démontrent clairement que l'activation de Src est nécessaire pour 

l'action stimulante de l'Ang II sur la synthèse protéique in vivo dans les tissus 

étudiés, indépendamment des changements de la pression artérielle. Cependant, le 

mécanisme par lequel le récepteur ATI  viendrait activer Src n'est pas encore connu à 

ce jour, et serait matière à de future études. Nous prévoyons étudier les cascades de 

signalisation qui sont affectées par le PP2 avant de publier ces résultats. 

Selon le schéma d'activation proposé à la figure 1.5 de la section 1.4, les voies 

ERK-1/2 et P70s6K  seraient influencées par Src. Par contre, puisque le PD98059 n'a 

pas été très efficace pour diminuer la synthèse protéique des petites artères 

mésentériques, il semble que l'efficacité du PP2 soit attribuable à l'inhibition de la 

voie P70s6K, du moins dans ces vaisseaux. 

Pour conclure, la famille des tyrosine kinases Src représenterait donc une cible 

thérapeutique potentiellement importante afin d'atténuer le remodelage hypertro-

phique dans les tissus cardiovasculaires lors de conditions pathologiques impliquant 

le SRA. 
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3.3 L'HYPERTROPHIE CARDIAQUE 

3.3.1 Introduction 
L'hypertrophie cardiaque est l'une des causes majeures de complications au 

niveau du cceur, telles que l'insuffisance cardiaque (359), l'infarctus du myocarde et 

les arythmies cardiaques (267). De plus, cette réponse résulte fréquemment de 

l'hypertension. Pour ces raisons, il est primordial de connaître l'implication des voies 

de signalisation de l'Ang II dans l'hypertrophie cardiaque. 

Certains chercheurs ont montré que l'Ang II (de même qu'un étirement 

mécanique) activent plusieurs systèmes intracellulaires de seconds messagers via les 

récepteurs ATI, tels que les phospholipases C, D et A2, les tyrosine kinases, la p21ras, 

les MAPKs, les RSKs, la PKC ainsi que des facteurs transcriptionnels dans les 

myocytes cardiaques de rats néonataux (in vitro) (360) ainsi que dans les fibroblastes 

(361). De plus, il semble que l'activation de la P70s6K  serait impliquée dans 

l'augmentation de la synthèse protéique induite par l'Ang II dans les myocytes 

cardiaques (79). Une augmentation du taux global de synthèse protéique ainsi que les 

changements phénotypiques spécifiques lors de l'hypertrophie cardiaque seraient 

donc régulés par des mécanismes distincts (79). Une autre étude récente montre que 

dans les cœurs hypertrophiés de rats adultes, une inhibition des récepteurs AT2  

cardiaques (qui sont surexprimés suite à une hypertrophie chronique ventriculaire 

gauche) amplifie la réponse de croissance du ventricule gauche en réponse à l'Ang II. 

Ce phénomène serait dû à une augmentation de l'activation de la PKC induite par 

l'Ang II, ainsi qu' à et la suppression de la signalisation du GMPc (362). Tel que 

démontré par nos résultats antérieurs (sections 3.1.4 et 3.2.3), l'activation des voies 

de signalisation impliquées dans la synthèse protéique induite par l'Ang II ont un 

effet important dans l'aorte et le mésentère. 

3.3.2 Objectif 
En se basant sur ces résultats, nous avions pour objectif de déterminer leur 

importance au niveau du cœur, en utilisant notre modèle d'hypertrophie vasculaire in 

vivo (augmentation de la synthèse protéique) induite par l'Ang II. En sachant que 
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l'hypertrophie cardiaque a été décelée in vivo chez les rats traités à l'Ang II (234), il 

était important de connaître l'implication in vivo des voies de signalisation reliées à la 

synthèse protéique induite par l'Ang II dans nos conditions expérimentales. 

3.3.3 Méthodes et groupes expérimentaux 
Ces résultats ont été obtenus chez les mêmes animaux utilisés pour mesurer la 

synthèse protéique vasculaire après un traitement aux divers antagonistes des voies 

étudiées (sections 3.1 et 3.2). Le ventricule gauche du coeur a été isolé, puis traité 

selon le même protocole expérimental que décrit au chapitre 2 (section 2.2). 

3.3.4 Résultats 
L' administration d'Ang II a provoqué dans le ventricule gauche, tout comme 

dans l'aorte et le mésentère, une augmentation significative de la synthèse protéique 

par rapport au groupe témoin (figure 3.7). Nos résultats ont montré que 

l'administration du PD98059 à la dose maximale de 10 mg/kg (n=6) chez les rats 

traités à l'Ang II a provoqué une inhibition complète (100%) du taux d'incorporation 

de leucine. De plus, chez les rats ayant reçu une dose maximale de rapamycine (1 

mg/kg; n=4) et de PP2 (0.5 mg/kg; n=4), nous avons remarqué une inhibition quasi-

complète de la synthèse protéique après stimulation à l'Ang II. Par ailleurs, 

l'administration de l'irbésartan (2 X 10 mg/kg; n=11) chez les rats traités à l'Ang II a 

provoqué une diminution accrue de la synthèse protéique par rapport au groupe 

témoin (inhibition >100%). 
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Figure 3.7: Effets de divers agents pharmacologiques (doses maximales) 
sur la synthèse protéique induite par l'Ang II dans le ventricule 
gauche (PD98059;10 mg/kg, n=6; rapamycine; 1 mg/kg, n=4; 
irbésartan;2 X 10 mg/kg, n=11). * P < 0.05 vs témoin. 
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3.3.5 Discussion 
Les résultats de cette étude montrent un rôle important des voies de 

signalisation étudiées dans l'hypertrophie cardiaque. Les divers agents 

pharmacologiques ont provoqué une inhibition presque maximale de la synthèse 

protéique induite par l'Ang IL Aussi, la réponse de l'irbésartan au niveau cardiaque 

est semblable à celle précédemment obtenue dans l'aorte et le mésentère (voir section 

3.1.4). 

Il est difficile d'affirmer qu'une voie de signalisation soit plus importante 

qu'une autre, étant donné que les résultats sont relativement semblabes avec le 

PD9 8059 et la rapamycine. Il semble que lorsqu'une voie est inhibée, la seconde n'est 

pas suffisante. Nos résultats suggèrent que les deux voies (ERK-1 /2 et P70s6K) 

pourraient collaborer (cross-talk) au développement de l'hypertrophie cardiaque. Les 

résultats avec le PP2 supportent l'importance de c-Src dans l'hypertrophie cardiaque 

dépendante de l'Ang II. 

Des études plus approfondies devront être effectuées concernant les voies de 

signalisation impliquées dans l'hypertrophie cardiaque in vivo, étant donné qu'il 

s'agit d'un phénomène important dans les maladies cardiovasculaires. L'élaboration 

de traitements plus efficaces visant à atténuer l'hypertrophie cardiaque chez les 

patients hypertendus permettrait d'empêcher le développement de certaines 

complications qui pourraient s'ensuivre (ACV, arrêts cardiaques, etc). 
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Cette étude effectuée chez un modèle animal in vivo vient confirmer les 

résultats d'études antérieures réalisées sur des modèles cellulaires, montrant que 

l'Ang II exerce une action trophique vasculaire dans le système cardiovasculaire (80, 

227, 231, 237). En effet, cette étude représente la première démonstration d'une 

augmentation de la synthèse protéique dans la paroi vasculaire résultant de 

l'administration continue d'Ang II par voie intraveineuse. Aussi, nous démontrons 

que cet effet de l'administration exogène d'Ang II (400 ng/kg/min pendant 26h) est 

indépendant des changements de la pression artérielle, un phénomène qui avait été 

montré indirectement par le passé par l'utilisation d'agents antihypertenseurs (231, 

236, 237). 

Le rat représentait l'espèce animale de choix étant donné que la réponse 

trophique de l'Ang II avait déjà été démontrée dans des études chroniques (231, 236, 

237). De plus, notre approche utilisant le rat éveillé nous permet d'apporter une 

nouvelle dimension à nos conclusions, beaucoup plus près des conditions 

physiologiques et/ou pathophysiologiques, représentant ainsi une intégration plus 

globale que celle offerte par des études in vitro. En fait, notre modèle expérimental 

permet d'étudier les processus de signalisation cellulaires in vivo, en tenant compte de 

l'intégration des influences hémodynamiques, hormonales et locales. 

Les objectifs de cette étude ont été atteints. Tout d'abord, nous avons mis au 

point une méthode permettant de déterminer la synthèse protéique induite par l'Ang II 

dans les petits et gros vaisseaux ainsi que dans le ventricule gauche in vivo, nous 

permettant d'obtenir un indice précoce de remodelage hypertrophique. Avec cette 

méthode, nous avons pu répondre au second objectif proposé, soit d'évaluer la 

contribution des récepteurs ATi et des voies ERK-1/2 et P70s6K  dans l'hypertrophie 

cellulaire induite par l'Ang II dans les artères mésentériques et l'aorte in vivo en 

utilisant divers agents pharmacologiques (irbésartan, PD98059 et rapamycine). Selon 

différentes études, réalisées in vitro, ces agents sont efficaces pour bloquer la synthèse 

protéique. Tel est le cas du PD98059 qui inhibe la phosphorylation et l'activation de 

ERK-1/2 par MEK-1/2 (81, 163, 164). Nos résultats avec le PD98059 confirment le 

rôle important de la voie ERK-1/2 des MAPK dans l'augmentation de la synthèse 

protéique induite par l'Ang 11 dans l'aorte et le ventricule gauche. Par contre, la 
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contribution de ERK-1/2 dans la réponse au niveau des petites artères mésentériques 

ne semble pas aussi importante. Nos résultats suggèrent donc une certaine 

hétérogénéité quant à l'implication de la voie ERK 1/2 des MAP kinases dans la 

synthèse protéique cardiovasculaire induite par l'Ang II (i.e. son rôle serait restreint à 

l'aorte et au ventricule gauche). Par ailleurs, la rapamycine, un autre composé qui 

inhibe la synthèse protéique dans les CMLV induite par l'Ang II (80, 206), produit, 

dans nos conditions expérimentales, une inhibition importante de la synthèse 

protéique induite par l'Ang II dans tous les territoires vasculaires étudiés. 

Le troisième objectif, qui consistait à déterminer le rôle potentiel de Src dans 

l'hypertrophie vasculaire induite par l'Ang II dans le mésentère et l'aorte, a 

également été réalisé. C'est avec le PP2, un inhibiteur sélectif de la famille des 

tyrosine kinases Src, que nous avons observé des résultats similaires à ceux obtenus 

avec la rapamycine. En effet, la synthèse protéique induite par l'Ang II a été diminuée 

par cet agent dans les 3 territoires étudiés, confirmant un rôle important de Src dans 

l'hypertrophie vasculaire induite par l'Ang II. 

Finalement, le quatrième objectif consistait à déterminer l'implication des voies 

de signalisation étudiées au niveau du ventricule gauche du cœur. Nos résultats 

démontrent clairement que les éléments de signalisation ERK-1/2, P70s6K  et Src 

jouent un rôle important dans l'hypertrophie cardiaque, tel que démontré par les 

réponses obtenues avec le PD98059, la rapamycine et le PP2 aux doses maximales. 

De plus, la réponse à l'irbésartan au niveau cardiaque démontre l'importance du rôle 

que joue le récepteur AT1  (résultats semblables à ceux obtenus dans l'aorte et le 

mésentère voir section 3.1.4). 

D'une part, nos résultats montrent que l'utilisation d'un antagoniste des 

récepteurs ATi (irbésartan) est beaucoup plus efficace pour diminuer le taux de 

synthèse protéique induite par l'Ang II. En effet, bien qu'un rôle des voies ERK-1/2, 

c-Src et P70s6K  a pu être mis en évidence, il semble que le fait de bloquer plus en 

amont dans la cascade d'événements, soit au niveau du récepteur ATI, permette une 

inhibition beaucoup plus marquée (significative) de la synthèse protéique. En effet, 

un antagonisme au niveau du récepteur ATI  provoque, de façon non-spécifique, une 
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cessation de l'activation d'une multitude d'effecteurs présents dans diverses voies de 

signalisation intracellulaires, bloquant ainsi plusieurs phénomènes physiologiques. Il 

se pourrait que cette réponse produite par l'irbésartan soit en partie causée par son 

effet hypotenseur (voir section•  3.1.4), ce qui reste à être démontré. D' autre part, il 

semble qu'une inhibition précoce dans les cascades de signalisation, par exemple au 

niveau de c-Src, puisse produire un effet intéressant et plus marqué que l'inhibition 

d'un élément plus distal dans les cascades, tel qu'indiqué par nos résultats avec le 

PP2. 

Les inhibiteurs utilisés dans cette étude ont été choisis en raison de leur 

efficacité et leur sélectivité, facteurs observés dans des études in vitro antérieures. 

Dans le cas du PD98059, il s'agit du seul inhibiteur sélectif de la voie ERK-1/2, et qui 

a fait ses preuves dans de nombreuses études in vitro. Pour sa part, la rapamycine est 

un agent immunosuppresseur qui inhibe l'activation d'un élément en amont de la 

p70s6x, soit FRAP/mTOR. Le fait que la rapamycine bloque en amont de la P70s6K  

permet de supposer que d'autres éléments ont pu contribuer à la réponse observée. De 

plus, le PP2, un inhibiteur relativement récent, a démontré une efficacité 

convainquante dans des études in vitro. Par exemple, certaines caractéristiques 

distinguent le PP2 des inhibiteurs tyrosine kinase identifiés auparavant. Sa 

combinaison de puissance et de sélectivité pour les membres de la famille Src est sans 

précédent (i.e. supérieure à la génistéine). Par ailleurs, notre choix d'un antagoniste 

ATI  s'est arrêté sur l'irbésartan, en raison de sa puissance comme antagoniste au 

niveau du récepteur ATI  et de sa durée d'action plus longue que celle du valsartan et 

du losartan, tel que montré par une étude effectuée chez des sujets normotendus 

(363). De plus, il s'agit d'un antagoniste possédant une très grande sélectivité pour le 

récepteur ATi. Nous avons donc utilisé les outils les mieux caractérisés pour 

déterminer l'implication des voies de signalisation intracellulaires voulues. 

Les doses utilisées dans notre étude proviennent d'expériences in vitro 

antérieures, nous servant d'indice grossier pour déterminer la dose à administrer in 

vivo. L' ajustement des doses a été fait de façon empirique en fonction de l'effet 

recherché. A la lumière de nos connaissances, il n'existe pas de preuve que ces 

inhibiteurs et/ou antagonistes demeurent sélectifs dans des conditions in vivo, aux 
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doses utilisées. Nous vérifions actuellement l'effet des doses utilisées sur l'activité 

des enzymes cibles pour confirmer leur efficacité in vivo. 

Il apparaît logique de suggérer qu'une inhibition au niveau des voies de 

signalisation (soit en aval du récepteur ATi) serait plus « spécifique » par rapport à 

une inhibition au niveau du récepteur, en ce qui concerne l'effet trophique de l'Ang 

II. En effet, la proximité des éléments des voies intracellulaires avec la machinerie 

traductionnelle pourrait produire une inhibition plus spécifique du taux de synthèse 

protéique, sans affecter d'autres fonctions cellulaires influencées par l'Ang II. Il 

faudrait toutefois démontrer qu'une voie de signalisation est impliquée dans un seul 

processus physiologique. À cet effet, la voie P70s6K  est potentiellement plus 

intéressante que la voie ERK- 1/2, qui est impliquée dans de nombreuses réponses 

cellulaires. 

De plus, dans le contexte de pathologies cardiovasculaires, plusieurs facteurs 

extracellulaires (SNS, SRA, endothéline, facteurs de croissance, etc.) peuvent 

emprunter des voies de signalisation communes, la cellule agissant donc à titre 

d'intégrateur des signaux extracellulaires. Dans ce contexte, le fait de bloquer une 

voie de signalisation avec un seul agent pourrait être plus efficace, puisqu'il serait 

possible de bloquer la convergeance de tous les signaux externes vers un effet 

cellulaire commun. Bien que les résultats présentés dans ce mémoire apportent des 

éléments de réponse à cette hypothèse, le fait d'avoir utilisé un seul stimuli externe ne 

permet pas de connaître toute l'ampleur de la contribution d'une voie de signalisation 

dans un contexte pathologique. De futures études devront être effectuées afin de 

déterminer si nos résultats pourraient être reproduits avec d'autres stimuli externes ou 

dans un modèle expérimental d'hypertension rénovasculaire. 

Pour conclure, nos résultats in vivo montrent qu'une perfusion continue de 26h 

d'Ang II à une dose non-pressive provoque une augmentation de la synthèse 

protéique, menant, à plus long terme, à l'hypertrophie cardiovasculaire. Nos 

observations in vivo sont en accord avec les résultats d'études in vitro antérieures, 

montrant que les éléments de signalisation ERK- 1/2, c-Src et P70s6K  sont impliquées 

dans l'augmentation de la synthèse protéique. Par contre, nos résultats suggèrent un 
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certain degré d'hétérogénéité qui pourra possiblement être exploité ultérieurement 

afin de limiter les effets antihypertrophiques à certains endroits du territoire 

cardiovasculaire. À l'opposé, l'inhibition du récepteur ATi permet une plus grande 

efficacité, en autant que l'inhibition soit soutenue tout au long de l'administration 

d' Ang II. 

En terminant, nous croyons que ce mémoire, qui résume nos études réalisées in 

vivo, apporte une meilleure connaissance des événements de signalisation qui sont 

impliqués dans l'hypertrophie des petites et grosses artères ainsi que du coeur en 

réponse à des niveaux élevés d'Ang II, tels que retrouvés dans certaines conditions 

pathologiques. 
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