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Résumé

Contribuant a la pathophysiologie des maladies vasculaires comme dans le
cas de 'hypertension, le remodelage vasculaire est associé a une altération de
la croissance des cellules musculaires lisses vasculaires (CMLYV)
(prolifération, taille, etc.). Or la prolifération des CMLV est augmentée par
les peptides vasoactifs tels que langiotensine II (AngIl) et 'endothéline-1
(ET-1). Ces peptides étant surexprimés lors de I'hypertension, cette étude fut
entreprise pour déterminer leur contribution endogene ainsi que celles du
facteur de croissance épidermique (EGF), du facteur de croissance insulinique
(IGF-1) et du facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF) a la
prolifération accrue des CMLV et aux mécanismes sous-jacents. Des CMLV
A-10 et des CMLV de rats WKY et SHR agés de 12 semaines ont été utilisées
pour cette étude. La prolifération cellulaire fut déterminée par incorporation
de [BH]lthymidine. La phosphorylation de ERK 1/2 et du récepteur de EGF fut
déterminée par immunobuvardage. Les CMLV de SHR, comparées a celles de
WKY, ont montré une prolifération accrue qui fut atténuée par le losartan,
un antagoniste du récepteur AT; de ’AngIl et par le BQ-123 et le BQ-788,
antagonistes des récepteurs ETa et ETg de 'ET-1. La prolifération accrue des
CMLV de SHR fut ramenée a celle des WKY par les inhibiteurs des
récepteurs au PDGF (AG-1295), au IGF-1 (AG-1024) et au EGF (AG-1478).
La phosphorylation du récepteur au EGF, accrue dans les CMLV de rats SHR

comparée a celle des WKY, fut atténuée par le losartan, le BQ-123, le BQ-788
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et 'AG-1478, mais ne fut pas atténuée par 'AG-1295 et ’'AG-1024. De plus, la
phosphorylation accrue de ERK 1/2 dans les CMLYV de rats SHR fut atténuée
par le losartan, le BQ-123, le BQ-788 et les inhibiteurs des récepteurs aux
facteurs de croissance. Parallélement, le role de la transactivation de EGF-R
dans la prolifération accrue induite par Angll et ET-1 fut aussi examiné dans
les CMLV A-10. L’augmentation, induite par Angll et ET-1, de la
prolifération et de la phosphorylation de ERK 1/2 dans les CMLV A-10 fut
ramenée au niveau controle par AG-1478. Ces données suggerent que les
peptides vasoactifs endogenes induisent la prolifération accrue des CMLV par

la signalisation des MAP kinases résultant de la transactivation de EGF-R.

Mots clés : hypertension, Angll, ET-1, EGF-R, transactivation, VSMC, SHR
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Summary

Vascular remodelling that contributes to the pathophysiology of vascular
diseases, including hypertension, is associated with alteration in vascular
smooth muscle cell (VSMC) growth, hypertrophy, etc. We have recently
shown that vasoactive peptides such as angiotensin II (AngIl) and
endothelin-1 (ET-1) increased the proliferation of VSMC. Since the levels of
Angll, ET-1 and growth factors are increased in hypertension, the present
studies were undertaken to examine if these endogenous vasoactive peptides
and growth factors contribute to the enhanced proliferation of VSMC in
spontaneously hypertensive rats (SHR) and to further investigate the
underlying mechanisms responsible for enhanced proliferation. A10 VSMC
and aortic VSMC from 12 week old SHR and age-matched WKY rats were
used for these studies. Cell proliferation was determined by [3H|thymidine
incorporation and ERK Y% and growth factor receptor phosphorylation was
determined by Western blotting. VSMC from SHR exhibited enhanced cell
proliferation as compared to WKY as determined by enhanced [3H]thymidine
incorporation which was attenuated by Angll AT: receptor antagonist
losartan, as well as by endothelin receptor ETa and ETg antagonists BQ-123
and BQ-788, respectively. The inhibitors of platelet derived growth factor
receptor (PDGF-R); AG-1295, epidermal growth factor receptor (EGF-R); AG-
1478, and insulin-like growth factor receptor (IGF-R); AG-1024 also

attenuated the enhanced proliferation of VSMC from SHR to WKY control
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levels. In addition, VSMC from SHR exhibited enhanced phosphorylation of
EGF-R as compared to WKY, which was attenuated by losartan, BQ-123, BQ-
788 and AG-1478, and not by AG-1295 and AG-1024. Furthermore, the
enhanced phosphorylation of ERK % in VSMC from SHR was also attenuated
by losartan, BQ-123 and BQ-788 as well as by growth factor receptor
inhibitors, AG-1478, AG-1024 and AG-1295. The implication of growth factor
receptor transactivation in Angll and ET-1 induced enhanced cell
proliferation was also examined in A10 VSMC. Ang II or ET-1 induced
enhanced proliferation of A-10 VSMC and enhanced ERK % phosphorylation
was also restored to control levels by EGF-R inhibitor. These data suggest
that vasoactive peptide-induced growth factor receptor transactivation

through MAP kinase signaling may contribute to the enhanced proliferation

of VSMC from SHR.

Key words: hypertension, Angll, ET-1, EGF-R, transactivation, VSMC, SHR
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Introduction :

Revue de la littérature



I. Hypertension

L’hypertension affecte pres de 20% des Canadiens, ce qui représente
pres de 6 millions de personnes. Cela reste approximatif, puisqu'on estime
que 42% de ceux-ci ignorent qu’ils souffrent d’hypertension. Si cette derniere
n'est pas traitée, elle peut dégénérer et donner lieu a des complications tres
graves qul nuisent grandement a la personne affectée et peuvent méme
entrainer la mort. Cependant, une fois détectée, I'hypertension est
généralement traitable. La prévention et une meilleure compréhension de
I’hypertension dite essentielle peuvent donc étre tres rentables autant pour la
santé des personnes affectées que pour la société (Société dhypertension

canadienne, 2008).

A. Pression artérielle

Le coeur pompe le sang dans les vaisseaux. La force exercée propulse le
sang aux organes, a travers les capillaires, et jusqu'aux veines puis de retour
au coeur. Cette force que le sang exerce sur les parois artérielles constitue la
pression artérielle (PA).

La PA varie grandement durant le cycle cardiaque. Chez '’humain en
santé, elle oscille généralement entre 120 mmHg et 80 mmHg. Lorsque le
cceur se contracte et propulse le sang dans les arteres, on observe la PA la
plus élevée, c’est la systole. Lorsque le cceur se relache et se remplit de sang,

on observe la PA la moins élevée, c’est la diastole (Marieb, 1993).



B. Structure vasculaire

1. Les artéres

Le sang sous pression est pompé dans les arteres. Cette pression doit
étre assez forte non seulement pour assurer une irrigation suffisante des
organes, mais aussi pour assurer le retour du sang au coeur. La structure des
arteres leur permet donc de résister a d’énormes pressions. Les arteres sont
constituées de trois couches appelées tuniques qui entourent la lumiere ou
s’écoule le sang. La tunique interne ou intima entoure la lumiére et est
constituée dun épithélium pavimenteux simple. En plus de réduire la
friction, I'intima est un centre intégrateur qui produit des facteurs pour
déclencher la vasoconstriction (telle 'endothéline) ou la vasodilatation des
vaisseaux (tel le monoxyde d’azote) (Spieker et al, 2000; Taddei et al., 2006).
Ensuite vient la tunique moyenne ou media qui est une couche musculaire
lisse ou sont disséminées des fibres élastiques. Ce muscle lisse est
principalement constitué des cellules musculaires lisses vasculaires (CMLYV)
mais on y retrouve toutefois d’autres types cellulaires comme des cellules
nerveuses. Ces cellules nerveuses innervent le muscle lisse des arteres pour
en stimuler la contraction, ce qui produit une vasoconstriction. Lorsque les
cellules nerveuses ne sont pas stimulées, il s’en suit une vasodilatation. Dans
les arteres, cette couche est plus épaisse afin de résister aux pressions, de
maintenir un tonus et de diriger le sang vers les organes cibles par une série

de vasodilatations et de vasoconstrictions. Ce muscle lisse est entouré de la



tunique externe ou adventice composée de fibres de collagéne qui donnent
une élasticité a cette couche. L’élasticité des artéres est essentielle afin
d’amortir laugmentation brusque de pression associée a la systole et

d’assurer un écoulement continu au niveau des capillaires (Marieb, 1993).

2. Les cellules musculaires lisses vasculaires
Les CMLV sont de forme hélicoidale et, comme toutes cellules
musculaires, sont contractiles. Les CMLV conservent un grand pouvoir
blastique. En effet, elles peuvent proliférer, s’hypertrophier, s’endorépliquer,
migrer ou entrer en apoptose dépendamment des signaux regus. Plusieurs de

ces actions impliquent des mécanismes autocrines et paracrines (Berk, 2001).

C. Régulation de la pression artérielle

Il y a deux facteurs qui déterminent la valeur de la PA, soit la
résistance périphérique totale et le débit cardiaque. Le débit cardiaque est la
quantité de sang propulsée par le coeur dans le systeme artériel par unité de
temps. Le débit cardiaque est donc déterminé par le volume éjecté a chaque
systole et par la fréquence de ces systoles. La résistance périphérique totale
est I'ensemble des forces qui sopposent a l’écoulement du sang. Les
principaux facteurs qui déterminent la résistance périphérique totale sont la
viscosité du sang de méme que la longueur, le diametre et I'élasticité des
vaisseaux. En situation normale, la viscosité du sang et la longueur des
vaisseaux restent constantes. Par contre, le diameétre des arteres peut varier

en fonction des besoins des organes. Le diameétre des vaisseaux sanguins est



issu de I’équilibre entre la vasoconstriction et la vasodilatation, a court terme,
et du remodelage vasculaire a long terme. Le remodelage vasculaire est issu
de changements dans la structure des vaisseaux. La contraction vasculaire
augmente avec le Ca2* intracellulaire et la vasodilatation augmente avec les
concentrations de GMPc intracellulaire. L’élasticité des vaisseaux varie
généralement avec le diametre en fonction du tonus du muscle lisse, mais
peut également changer avec I'age ou les pathologies. Dans un corps normal,
le volume d’éjection, la fréquence des systoles et le diametre des vaisseaux

sanguins peuvent étre modifiés pour maintenir la PA (Marieb, 1993).

1. Mécanismes de régulation a court terme

a) Réle des barorécepteurs

Les barorécepteurs sont des récepteurs qui détectent les variations de
PA. Ils sont situés dans la crosse aortique et dans les sinus carotidiens. Les
barorécepteurs de la crosse aortique permettent de réguler la pression dans
Iensemble du systeme circulatoire et ceux des sinus carotidiens doivent
protéger 'apport de sang au cerveau. Plus la pression est élevée, plus les
récepteurs seront étirés. La fréquence des influx nerveux, que les
barorécepteurs envoient au centre vasomoteur, est augmentée par leur
étirement. Ces influx voyagent jusqu’au centre vasomoteur dans le bulbe
rachidien, soit via les fibres sensorielles du nerf vague pour les récepteurs de
la crosse aortique, soit via les fibres sensorielles du nerf glossopharyngien

pour les récepteurs carotidiens. Cette augmentation de la fréquence des



influx inhibe le centre vasomoteur. Ce dernier envoie constamment des influx
aux nerfs sympathiques qui innervent la couche musculaire lisse des
vaisseaux sanguins. Ces influx par leurs fréquences maintiennent un tonus
musculaire qui, dans la couche vasculaire musculaire lisse, entraine une
vasoconstriction. Lorsque le centre vasomoteur est inhibé, la fréquence des
influx nerveux est diminuée et le tonus musculaire aussi. L’inhibition du
centre vasomoteur entraine donc une baisse de la vasoconstriction, ce qui
réduit la pression a I'intérieur des artéres (Marieb, 1993).

Les barorécepteurs envoient aussi des influx au centre cardio-
inhibiteur. Lorsque stimulées, les neurones du centre cardio-inhibiteur vont
activer le systeme nerveux parasympathique et agir sur le cceur pour réduire
la fréquence cardiaque et le volume d’éjection. Cette baisse du débit
cardiaque diminue la PA. De plus, le centre cardio-accélérateur s’en retrouve
inhibé.

Inversement, quand la PA est faible, les barorécepteurs ne sont plus
étirés. Alors, les barorécepteurs envoient moins d’influx nerveux excitateurs
vers le centre cardio-inhibiteur et moins d’influx nerveux inhibiteurs vers le
centre vasomoteur. Par conséquent, le centre vasomoteur permet la
vasoconstriction et Paugmentation du débit cardiaque. Ceci ramene la PA a
son niveau normal (Boron, 2003).

L’action des barorécepteurs est trés rapide et vise a maintenir la

pression sanguine stable. Les barorécepteurs ne corrigent pas les variations



de pression graduelles et soutenues. Ainsi, les barorécepteurs peuvent
s'ajuster a une nouvelle valeur de référence comme observée lors de

I'hypertension (Marieb, 1993).

b) Réle des Chimiorécepteurs
Si1 les barorécepteurs mesurent la quantité de sang distribuée, les
chimiorécepteurs en analysent la qualité. Situés dans la crosse aortique et
dans les corpuscules carotidiens, les chimiorécepteurs mesurent la teneur en
oxygene du sang et son pH. Le CO2 se dissout tres facilement dans 'eau ou 1l
se transforme en acide carbonique en présence de l'anhydrase carbonique

selon la relation suivante :

H>0 + COg «+» H2CO3 <+~ H* + HCOg3

Donc, la mesure du pH, qui révele lacidité du sang, donne une
indication de la teneur en COz du sang. Lors d’'une diminution de la teneur en
oxygene ou du pH du sang, les chimiorécepteurs augmentent les influx vers le
centre vasomoteur. Il s’ensuit une vasoconstriction afin d’accélérer le retour
du sang vers le coeur. En utilisant les mémes mécanismes que les
barorécepteurs, les chimiorécepteurs vont accélérer la circulation pour

maintenir 'apport en oxygene aux organes cibles.



2. Mécanismes chimiques

En plus des mécanismes réflexes, il y a des mécanismes chimiques. Les
mécanismes chimiques comprennent plusieurs hormones dont certaines

seront traitées en détail plus loin.

3. Mécanismes de régulation a long terme

Lorsque le volume sanguin est trop élevé, cela augmente le débit
sanguin et la PA. Les barorécepteurs ne pouvant détecter les variations
lentes de volume sanguin, dautres mécanismes interviennent.
Premierement, quand la PA augmente, le liquide filtré par le glomérule n’est
plus réabsorbé autant qu’avant. Il en résulte une perte de volume sanguin
par une formation excessive d’urine. L’autre mécanisme implique I'appareil
juxta glomérulaire qui sécrete de la rénine lorsque le débit sanguin aux reins
diminue. Cette sécrétion active le systéme Rénine-Angiotensine (SRA) qui
engendre de la vasoconstriction et une augmentation de la pression sanguine

(Marieb, 1993).

D. Types d’hypertension

L’hypertension est définie comme une PA élevée au repos. Cette
pression élevée peut l'étre lors de la diastole, de la systole ou les deux a la
fois. Selon qu’elle affecte la circulation pulmonaire ou systémique,
I'hypertension peut étre qualifiée de pulmonaire ou systémique.

L’hypertension peut aussi étre catégorisée selon sa cause. Elle sera appelée



secondaire si elle est une conséquence dun autre probléme (comme
I'insuffisance rénale) et primaire si Ihypertension n’est pas causée par un
autre probleme de santé. Voici les principaux types dhypertension
systémique primaire (Société d'hypertension canadienne, 2008).

L’hypertension systolique isolée est causée par une perte d’élasticité
des arteres, celles-ci ne peuvent alors plus absorber la brusque augmentation
de la pression. Ce type d’hypertension affecte surtout les personnes agées
(Taddei et al, 2006).

L’hypertension essentielle est dite idiopathique, car on n’en connait
pas la cause exacte. On soupconne toutefois que I'épaississement du muscle
lisse vasculaire joue un role important, car cela réduirait la lumiere des
artéres (figure 1) Mulvany, 1993). L’hypertension essentielle représente 90 %

des cas d’hypertension.

1. Effets sur la santé
L’hypertension peut engendrer une multitude de problemes pour la
santé particulierement des complications cardiovasculaires. Une PA élevée
favorise le développement de l'artériosclérose. La PA exerce une résistance
supplémentaire au sang propulsé par le coceur. Pour propulser le sang avec
plus de puissance, le muscle cardiaque s’hypertrophie. Cette hypertrophie est

concentrique, c'est-a-dire que le muscle devient plus épais, mais que le
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Figure 1. Causes de I’élévation de la pression artérielle

National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases (2008)
http://kidney.niddk.nih.gov/Kudiseases/pubs/kdictionary/F-J.htm.

Explication : La taille de la fleche représente le débit cardiaque et le diameétre
du vaisseau représente la résistance périphérique totale. L’hypertension se
produit lorsque le débit cardiaque ou la résistance périphérique totale est
trop élevé.
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volume intérieur ne grossit pas, en fait, il rapetisse. Si le volume de sang que
peut accueillir le ventricule diminue trop, i1l y a risque d’insuffisance

cardiaque (Lilly, 2003).

La PA élevée entraine aussi un risque accru de rupture des arteres et
artérioles. Si une arteére se rompt dans le cerveau, on parle alors d’accident
cérébro-vasculaire qui peut causer de graves lésions et méme la mort (Société
d'hypertension canadienne, 2008).

L’hypertension peut mener a une insuffisance rénale. Cette
insuffisance est causée par un épaississement des parois vasculaires menant
au néphron ce qui réduit son approvisionnement en sang et résulte en une
atrophie des tubules et du glomérule. L'insuffisance rénale contribue au
maintien ou a l'augmentation de I’hypertension. D’autres conséquences
comme la cécité peuvent survenir en raison de I'hypertension. Les
probabilités de complication sont multipliées si d’autres facteurs de risque
tels le tabagisme, 1'obésité ou la sédentarité s’ajoutent a I'hypertension (Lilly,
2003, National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases,

2008; Société d'hypertension canadienne, 2008).

E. Modeles animaux d’hypertension

Comme I'hypertension affecte un si gros pourcentage de la population,
elle est trés étudiée. Dans le but d’étudier plus amplement cette maladie, les

scientifiques ont développé des animaux souffrant d’hypertension. Pour la
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majorité de ces modeles animaux, l'’hypertension a été induite par des
traitements ou des opérations. Ces modeles sont tres utiles et nous
permettent d’étudier les mécanismes et les traitements d’hypertension dont
nous connaissons bien les causes.

Le premier modéle d’hypertension qui fut inventé par Goldblatt (un
des pionniers de la recherche sur l'’hypertension) consiste simplement a
mettre une pince autour de I'artére menant a I'un des deux reins (2 reins 1
clip). Le 2 reins 1 clip est un modéle d’hypertension rénovasculaire comme la
variante plus utilisée 1 rein 1 clip. Dans ce modeéle, les niveaux de rénine et
d’aldostérone sont élevés et les effets sont une hypertrophie cardiaque et une
dysfonction endothéliale. Les rats Dahl sensibles au sel sont une souche de
rats qui a été sélectionnée a partir d'une grande variation dans la sensibilité
au sel. Cest un modele dhypertension génétique qui manifeste de
I'hypertension lors d'une diete avec une teneur normale en sel et ces animaux
meurent lorsque la teneur en sel est élevée. Ce modéle présente une
hypertrophie cardiaque avec des risques de troubles cardiaques, d’atteinte
rénale et de dysfonction endothéliale. Un autre modele fréquemment utilisé
est le Doca-sel. Dans ce cas, I'hypertension est induite par l'ingestion
d’acétate de désoxycorticostérone (Doca) et de sel par le rat, ce qui résulte en
une hypertrophie cardiaque, une atteinte rénale et un dysfonctionnement
endothélial. Toutefois, le remodelage vasculaire est différent de

I'hypertension essentielle dans les modeles Doca-sel et Dahl sensibles au sel
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(voir section I.F). Dans le modéle, 1 rein 1 clip et 2 reins 1 clip, les reins ont
un roéle prépondérant par rapport aux CMLV (pinto et al, 1998).
Malheureusement, I’hypertension est, dans 90% des cas, essentielle.
Les scientifiques ont alors tenté et réussi a développer des rats qui
deviennent spontanément hypertendus pour servir de modele a

I’hypertension essentielle.

1. Les rats spontanément hypertendus

Les rats spontanément hypertendus (SHR) ont été développés a partir
de rats wistar-kyoto (WKY) démontrant une PA légérement supérieure a la
normale. A la suite de croisements, les chercheurs ont réussi a amplifier ce
trait d'une PA élevée jusqu’a l'obtention de rats qui deviennent carrément
hypertendus. Ces rats ont donc été baptisés SHR (pour spontaneously
hypertensive rats). Ils sont aujourd’hui trés étudiés a travers le monde et
sont considérés comme un bon modéle d’hypertension essentielle (Okamoto,
1963). En effet, Intengan et Schiffrin (2000) ont montré que le remodelage
vasculaire est semblable dans les rats SHR et dans ’hypertension essentielle
humaine. La pertinence de ce modele par rapport a notre étude et aux autres

modeéles sera abordée dans la discussion.

F. Prolifération des cellules du muscle lisse vasculaire

L’hypertension s’accompagne souvent d'un remodelage des structures
vasculaires (Michel et al, 1990; Hadrava et al, 1991; Garnier, 1993;

Mulvany, 1993; Hughes et al, 1995). Cependant, les changements des
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structures vasculaires peuvent aussi étre la cause de I'hypertension comme
dans le cas de I'hypertension systolique isolée. Dans certains cas comme
I'hypertension essentielle, plusieurs chercheurs tentent d’établir si le
remodelage vasculaire est une cause ou s’il sagit d'une conséquence
aggravante. Le remodelage vasculaire tel qu'observé lors de 'hypertension
essentielle est causé par la prolifération, la migration et 'hypertrophie des
CMLV. Il en résulte un épaississement concentrique de la couche musculaire
lisse. Sans que le diameétre total soit affecté, la lumiere du vaisseau est
rétrécie par cet épaississement concentrique (Intengan et Schiffrin, 2000). Ce
rétrécissement est peut-étre une des causes de I'hypertension essentielle et
augmente assurément la pression artérielle (figure 1). Dans cette optique, les
signaux qui stimulent la prolifération des CMLV deviennent intéressants a
étudier dans les modeles d’hypertension essentielle. Les facteurs de
croissance et les peptides vasoactifs sont d'un intérét particulier puisque leur
concentration est accrue dans les tissus du rat SHR et d’humain hypertendu
(Hahn et al, 1990; Schiffrin, 1995; Kunimoto et a/, 1998; Rosendorff, 1998;
Satoh et al, 2001; Sugo et al, 2001; Touyz et Schiffrin, 2003). De plus, les
facteurs qui stimulent la prolifération tendent a stimuler ’hypertrophie et la
migration. Dans les modéles dhypertension induite par le sel,
Iépaississement de cette méme couche musculaire semble davantage
excentrique. L’épaississement excentrique de la couche musculaire n’affecte

pas la lumiere du vaisseau ou coule le sang mais entraine un élargissement
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de la taille totale du vaisseau. Toutefois, cet élargissement peut aussi étre un
facteur aggravant ’hypertension en rendant les parois artérielles plus rigides

(Intengan et Schiffrin, 2000).

G. Traitement de I’hypertension

1. Traitements non-pharmacologiques

Les personnes souffrant d’hypertension légere, soit une PA systolique
de 121 mmHg a 139 mmHg, peuvent réduire leur pression artérielle de
maniére significative en modifiant leurs habitudes de vie. L’activité physique,
a raison d’'une demi-heure par jour, permet une trés bonne réduction de la PA
sans médicaments. La perte de poids aussi peut réduire substantiellement la
PA. La société d’hypertension du Québec évalue que la réduction de la PA
systolique peut atteindre jusqu'a 7 mmHg pour chaque 5 kg de diminution de
poids. En modifiant son régime alimentaire, on peut aussi réduire 'apport en
sodium, calcium, potassium et lipides pour mieux controler sa PA. Les exces
d’alcool et la consommation de tabac sont également a éviter pour ceux qui
luttent contre I'hypertension (Société d'hypertension canadienne, 2008).

Le stress, particulierement le stress quotidien, représente une des
principales causes d’hypertension. Plusieurs des hormones impliquées dans le
stress sont de puissants vasoconstricteurs (Angll, ET-1 ou noradrénaline)

(Lilly, 2003).
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2. Traitements pharmacologiques

Lorsque l'hypertension est élevée ou que les traitements non
pharmacologiques n’ont pas été efficaces, les médecins peuvent compter sur
un 1mpressionnant arsenal de médicaments antihypertenseurs. Ces
médicaments sont répartis en plusieurs catégories.

Les diurétiques forment la premiere classe de l'arsenal
antihypertensif. Les diurétiques augmentent la sécrétion rénale d’eau et de
sels afin de réduire le volume sanguin. Les diurétiques sont peu chers et
efficaces pour faire baisser la PA. Ils ont toutefois plusieurs effets secondaires
comme I’élévation de la glycémie, du cholestérol et une baisse des fonctions
sexuelles. Un deuxiéme type de médicaments est désigné sous le terme de
béta-bloqueurs. Ces antagonistes bloquent les récepteurs béta-adrénergiques,
inhibant ainsi une partie du systéeme sympathique, ce qui ralentit le débit
cardiaque. Parallelement, les vaisseaux se dilatent puisque les béta-
bloqueurs réduisent 'activité des nerfs sympathiques qui innervent la couche
musculaire lisse. Comme les diurétiques, les béta-bloqueurs présentent de
nombreux effets secondaires. Les bloqueurs de canaux calciques constituent
une troisieme catégorie de médicaments contre ’hypertension. Les bloqueurs
de canaux calciques a action longue sont utilisés pour réduire la contractilité
du muscle lisse vasculaire et la contractilité cardiaque. La PA est alors
diminuée grace a 'action combinée de la vasodilatation et d'une réduction du

débit cardiaque. Finalement, la derniere catégorie de médicament agit sur le



17

systéme rénine-angiotensine (SRA). Le SRA peut étre bloqué par les
inhibiteurs de l'enzyme de conversion de langiotensine (ECA) qui
préviennent la formation d’Angiotensine II (AnglIl) ou par les antagonistes du
récepteur a l'angiotensine de type 1 (AT1) qui empéchent ’AngII d’activer un
de ses récepteurs. L’AngII étant I'agent vasoconstricteur du SRA, I'inhibition
de son action entraine une vasodilatation. Un autre effet hypotenseur est une
réduction de la sécrétion d’aldostérone, ce qui augmente la sécrétion de
sodium par les reins. Les effets secondaires incluent une toux séche et une
hyperkalémie (Lilly, 2003). De plus, les antagonistes de AT1 autant que les
inhibiteurs de ECA réduisent I'hypertrophie de la couche musculaire lisse

vasculaire (Rosendorff, 1998).

IT. Mécanismes chimiques

Les réflexes nerveux régulent surtout les variations brusques de PA,
mais 1l existe d’autres mécanismes de régulation de la PA. Les plus

importants des mécanismes chimiques sont décrits ci-dessous.

A.  Peptides vasoactifs

Les peptides vasoactifs sont des peptides qui modifient le tonus
musculaire des vaisseaux pour faire varier la pression sanguine. Ces peptides
agissent sur les cellules endothéliales afin de provoquer la relache d'un
intermédiaire (qui influe sur les CMLV) ou interviennent directement sur les

CMLYV afin d’induire ou d’inhiber leur contraction. Les peptides vasoactifs
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agissent selon des mécanismes semblables. Ces mécanismes impliquent
généralement la sécrétion de précurseurs. Ces précurseurs ne sont pas actifs
et peuvent étre relachés localement ou a partir d'un organe éloigné. Leur
inactivité leur permet de franchir de grandes distances avant d’étre captés ou
dégradés. Pres du site d’action, une enzyme de conversion clive le précurseur
peptidique en peptide actif qui agira rapidement sur les cellules avoisinantes
avant d’étre dégradé tout aussi rapidement. Il existe plusieurs peptides
vasoactifs tels que l'angiotensine, l'endothéline, la vasopressine et bien
d’autres. Les peptides vasoactifs ont, comme autre point en commun, des
récepteurs qui appartiennent généralement a la méme famille, soit les
récepteurs couplés aux protéines G (Sander et Huggins, 1972; Terragno et

Terragno, 1977).

B. Angiotensine

La rénine fut le premier élément découvert dans ce qui compose le SRA
en 1898 a partir d’extraits de reins de lapins. Par la suite, un groupe de
chercheurs argentins mit en évidence l'’hypertensine qui est produit par
Paction de la rénine. Puis, des travaux dirigés par Skeggs confirmeront la
nature des composantes du SRA et identifieront I'hypertensine II comme
l'agent vasoconstricteur du SRA (Skeggs et al, 1955; Skeggs et al, 1956a;
Skeggs et al, 1957; Skeggs et al, 1956b). Par la suite, I’hypertensine sera
rebaptisée angiotensine. Le SRA est non seulement impliqué dans le

maintien de la PA, mais aussi dans ’équilibre osmotique du sang. La rénine
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est produite dans le rein et agit sur 'angiotensinogéne qui est le précurseur
de 'angiotensine. L’angiotensinogene fut d’abord identifié comme provenant
du foie, mais il peut étre produit et relaché dans plusieurs tissus (Naftilan et
al, 1991). L’angiotensinogéne n’a pas d’activité physiologique, c’est pourquoi
ce peptide (asp-arg-val-tyr-ileu-his-pro-phe-his-leu-leu-val-tyr-ser) doit étre
clivé entre les deux leucine par la rénine pour devenir langiotensine I
(Skeggs et al, 1957). L’angiotensine I aussi ne posséde que peu d’activité
physiologique. L’angiotensine I doit étre convertie localement en Angll par
I'ECA (Skeggs et al, 1956a). Toutefois, 'ECA est incapable de cliver
I'angiotensinogene directement en Angll. L’angiotensine II est un peptide de
8 acides aminés (asp-arg-val-tyr-ileu-his-pro-phe) (Skeggs et al, 1956b).
Cette conversion doit étre locale, car I’Angll est rapidement dégradée en
angiotensine III ou angiotensine 1-7 qui n’a pas les mémes propriétés que
I’AngII (Oudart, 2005).

Dans le but de traiter des maladies impliquant le SRA, les chercheurs
ont développé une série de médicaments qui sont des inhibiteurs d’ECA. Bien
qu’ils baissent la PA efficacement, ces médicaments présentent certains effets
secondaires, telle la toux. Parmi les causes potentielles de ces effets
secondaires, on note un ralentissement de la dégradation de la bradykinine et
son accumulation. De plus, pour la recherche scientifique, les inhibiteurs
d’ECA présentent les inconvénients de ne bloquer que partiellement la

production d’Angll et d’agir a la fois sur le récepteur a I'angiotensine II de
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type 2 (ATs) et le récepteur AT; (Lilly, 2003). On développa alors des
antagonistes non peptidiques dont la molécule la plus efficace fut appelée
DuP753 et rebaptisée losartan. Ce dernier possede une durée de vie
suffisamment longue et peut étre administré de maniere orale, ce qui a
permis son développement en médicament. Il fut établi ultérieurement que
son affinité est spécifique au récepteur a 'angiotensine de type 1 (AT;) (Chiu
et al, 1989). La spécificité de son action en fait un outil trés utile pour

étudier les réles spécifiques des différents récepteurs a 'Angll (Chiu et al,

1990).

1. Récepteurs de ’angiotensine et signalisation transmembranaire

Au moins quatre récepteurs a I'angiotensine II ont été identifiés a ce
jour. Ils ont été baptisés ATi, ATs, ATs et AT4 mais seuls AT; et ATs sont
bien connus et étudiés (Unger et al, 1996). En traitant des rats WKY avec de
I'Angll et des antagonistes aux récepteurs a 'AngIl, Li et al. ont montré que
l'action hypertensive de I'AnglIl est relayée par AT; (Li et al, 1998). Tel que
montré par la figure 2, le récepteur AT; posséde une extrémité N-terminale
extracellulaire, sept domaines transmembranaires et une extrémité carboxyle
intracellulaire (Sayeski et Bernstein, 2001). Ceci est caractéristique des
récepteurs couplés aux protéines G (RCPG). Comme tous les RCPG, AT; peut
Initier des signaux par les protéines G. L’extrémité carboxyl, seule, est
suffisante pour initier de maniere dose-dépendante l'activation Gai ou Go

(Shirai et al, 1995). Toutefois, I'activation de la Phospholipase C (PLC) dans
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les CMLV est relayée par AT; et non ATy (Freeman et Tallant, 1994; Miserey
et Clauser, 1998). Par la production de chiméres entre les récepteurs AT et
ATz, Wang et al. (1995) ont montré que la transposition de la troisiéme boucle
intracellulaire (Trp219-ala225) de AT; sur AT: ajoutait a ce dernier la
capacité d’activer Gqni. Inversement, en remplacant la troisieme boucle
intracellulaire de AT; par celle de ATs, le récepteur AT: perdait son action
sur Gqgi.

Pour la liaison au ligand, les cystéines des domaines extracellulaires
sont essentielles. La leucine a la position 199 (en noir a la figure 2) est aussi
essentielle a la liaison récepteur-ligand. Finalement, les acides aminés sur la
queue N-terminale prés du premier domaine transmembranaire et sur la
troisieme boucle extracellulaire pres du 7¢ domaine transmembranaire
affectent la liaison au ligand lorsqu’ils sont changés par une mutation.

Plusieurs facteurs régulent I'expression d’AT;. Le principal facteur qui
réduit l'expression d’AT: est I'Angll lui-méme. De plus, les facteurs de
croissance, comme le facteur de croissance épidermique (epidermal growth
factor ou EGF), le facteur de croissance des fibroblastes et le facteur de
croissance dérivé des plaquettes (PDGF), ainsi que lestrogéne réduisent
lexpression du récepteur AT;. Finalement, I'ET-1 régule a la baisse

Pexpression du récepteur AT;.
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Figure 2. Structure du récepteur AT

Sayeski PP, Al1 MS, Semeniuk DdJ, Doan TN, and Bernstein KE, Angiotensin

IT signal transduction pathways. Regul.Pept. 78: 19-29, 1998.
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2. Signalisation intracellulaire

a. L’angiotensine et I'inositol phosphate

Apres avoir incubé des CMLV avec un analogue non hydrolysable du
GTP, une stimulation de ces CMLV avec ’Angll méne a une accumulation de
GTP non-hydrolysable a la membrane. Crawford et al. en ont déduit que AT,
est couplé aux protéines G (Crawford et al, 1992). Dans les CMLV, AT; est
couplé aux protéines Gaqni1, Gaip et Gaiinz. La stimulation de AT; par ’Angll
peut augmenter les concentrations d’inositol triphosphate (IPs). L'IP; et le
diacylglycérol (DAG) sont formés a partir du phosphatidyl-inositol-
diphosphate par la phospholipase Cs (PLCs) qui est elle-méme activée suite a
lactivation d’AT; (Paquet et al, 1989; Marrero et al., 1994). L'IP; provoque la
relache de calcium a l'intérieur de la cellule. Le calcium intracellulaire se lie
a la calmoduline pour agir sur une grande variété de protéines. Parmi les
protéines activées par la calmoduline, on retrouve, dans le muscle lisse, la
kinase de la chaine légére de myosine (KCLM). La KCLM phosphoryle les
chaines légeres de myosine. La phosphorylation des chaines légeres de
myosine enclenche la contraction du muscle lisse en associant les molécules
de myosine en filaments et en augmentant 'activité catalytique de la myosine
(Cooper, 1999). Le DAG va activer la protéine kinase C (figure 3) (PKC)

(Sayeski et al, 1998; Mehta et Griendling, 2007).



24

Gl
AT,R
A (&)
v v
Gox Go,
ﬁ
COX
LTs
HETEs |[EETs]
{ D
£ T
Contraction —

Figure 3. Activation des phospholipases par ’Angiotensine II

Mehta PK and Griendling KK, Angiotensin II cell signaling: physiological
and pathological effects in the cardiovascular system. Am.J.Physiol Cell
Physiol 292: C82-C97, 2007.

Abréviations : AA, acide arachidonique; ANGII, angiotensine; AT;R, récepteur a
I’ANGII Ca2+, calcium; CaM, calmoduline; DAG, diacylglycérol; Gq, sous unité alpha de
la protéine G hétérotrimérique; Ggy, sous unit¢ beta/gamma de la protéine G
hétérotrimérique; IPs, Inositol triphosphate; MLCK, myosine light chaine kinase; MLCP,
myosine light chaine phosphatase; PA, acide phosphatidique; PC, phosphatidylcholine;
PIP,, phosphatidylinositol biphosphate; PKC, protéine kinase C; PLA, phospholipase A;

PLC, phospholipase C, PLD, phospholipase D.

Explication : L’ANGII stimule 1’activité de la PLC qui transforme le PIP; en DAG et IP;.
L’IP; augmente le Ca*" intracellulaire, ce qui active la CaM. La CaM active la MLCK
qui initie la contraction du muscle lisse. A travers la formation de DAG, I’ANGII stimule
I’activité de la PKC qui intervient dans la prolifération.
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D’autres effecteurs sont aussi activés par ’Angll sur son récepteur AT,
tels les phospholipases A (PLAs) et phospholipases D (PLD). La PLD
hydrolyse la phosphatidylcholine en choline et acide phosphatidique. L’acide
phosphatidique est converti en DAG (Freeman et Tallant, 1994). La PLA>
maintient l'activité oxydante de la NADPH oxydase via la production d’acide
arachidonique, de ses dérivés et de ses métabolites. L’acide arachidonique

active aussi les cyclooxygénases (figure 3).

b. L’angiotensine et I’adénylate cyclase

L’adénylate cyclase est une enzyme hétérodimérique dont chacune des
deux parties comporte 6 domaines transmembranaires. L’action de
ladénylate cycase est de convertir ’ATP en AMPc. Ce dernier est un second
messager et, lorsque présent en de fortes concentrations, il active la protéine
kinase A (PKA). La PKA peut phosphoryler plusieurs protéines pour les
rendre actives ou inactives. Les protéines CREB, qui se lient a la séquence
CRE pour activer la transcription de certains genes, sont parmi les groupes
de protéines activées par la PKA (Cooper, 1999).

L’adénylate cyclase peut étre régulée par les protéines G (Watts et
Neve, 2005). Lorsque Gai se lie au GTP puis a I'adénylate cyclase, 'activité de
ladénylate cyclase est alors inhibée et les taux d’AMPc diminuent
drastiquement. Le récepteur AT; est 1ié a Gai et peut donc réduire les taux
d’AMPc (Shirai et al, 1995). L’adénylate cyclase peut aussi étre régulée par

d’autres mécanismes faisant partie de la signalisation d’AT;. Dans le systeme
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cardiovasculaire, 'adénylate cyclase peut étre inhibée par le Ca2* (Caldwell
et al, 1992; Cooper et al, 1995). La PKA peut aussi inhiber la formation
d’AMPc. Toutefois, la PKC peut stimuler ou inhiber la formation dAMPc en
fonction du type d’adénylate cyclase (Beazely et Watts, 2006). Comme l'ont
prouvé les études d’Anand-Srivastava (Anand-Srivastava, 1983), la
résultante de l'action de 'AngIl sur l'aorte des rats est une diminution des
niveaux d’AMPc. De plus, 'expression de Gai est augmentée dans les CMLV
par un traitement a 'AnglIl (Palaparti et al, 1999). Comme le losartan inhibe
cette augmentation, cela confirme que l'action de I'Angll sur l'adénylate
cyclase passe par AT; (Anand-Srivastava et Palaparti, 2003).

c. L’angiotensine et le stress oxydatif

La stimulation des CMLV par ’Angll active la NADPH oxydase. Une
fois activée, la NADPH oxydase produit des espéces réactives oxygénées
(ERO) (Rajagopalan et al, 1996). Il a été démontré que la stimulation par
I'Angll augmente la production d’anion superoxyde (O2) et I'expression des
sous-unités Nox4 et p47(phox) de la NADPH oxydase (Li et al, 2007). Les
ERO, qui en résultent, jouent des roles importants dans la signalisation
intracellulaire. Les mécanismes exacts de cette activation sont encore a
I'étude. Toutefois, la baisse d’activation de la NADPH oxydase, a la suite de
I'inhibition de la PKC, et la hausse de son activité, a la suite de l'activation de
la PKC, nous montrent que la PKC est un des mécanismes d’activation de la

NADPH oxydase par ’Angll (Lassegue et Clempus, 2003). Il semble que la
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PLD intervienne dans l'action de I'’Angll sur la NADPH oxydase. L’ajout
d’acide phosphatidique aux CMLV augmente l'activation de la NADPH
oxydase. De plus, l'inhibition de la PLD réduit la formation des ERO, a la
suite de la stimulation des CMLV par I’AngII (Lassegue et Clempus, 2003).
Enfin, lactivation de la NADPH oxydase par l'acide arachidonique et la
réduction des ERO produits par I'Angll lors de l'inhibition de la PLAs,
indiquent clairement le role de la PLAs dans la signalisation du stress

oxydatif.

d. L’angiotensine et la transactivation des tyrosines kinases

A la suite de la stimulation des CMLV par un agoniste du récepteur
ATi, i1l y a transactivation de certaines tyrosines kinases. Parmi les tyrosines
kinases activées, on retrouve les récepteurs des facteurs de croissance, tels le
récepteur de EGF (EGF-R) et le récepteur de PDGF (PDGF-R), et des
tyrosines kinases non réceptrices, tel c¢-Src (Rao, 1996; Berk et Corson, 1997;
Eguchi et Inagami, 2000; Satoh et al, 2001) (figure 4). La transactivation de
EGF-R par I’AnglI ne peut se produire qu’en présence d’ ERO (Ushio-Fukai et
al, 2001). L’inhibition des ERO par des antioxydants prévient aussi
lactivation de c¢-Src (Ushio-Fukai et al, 2001). L’inhibition des
métalloprotéases empéche la transactivation de EGF-R (Ohtsu et al, 2006).
L’inhibition de c-Src ou de EGF-R prévient la stimulation de la prolifération
induite par '’AnglII (Ishida et al, 1998; Eguchi et Inagami, 2000; Sayeski et

Ali, 2003). Des ERO comme l'anion super oxyde ou le peroxyde d’hydrogéne
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peuvent a eux seuls activer les voies tyrosines kinases comme EGF-R ou c-Src

(Rao, 1996).

e. L’angiotensine et les MAPkinases
Dans les CMLV, la stimulation d’AT; active les voies de signalisation
p42/p44 MAPK et JAK/STAT comme représentées a la figure 4. Lorsque
I'activation de EGF-R est bloquée (par un inhibiteur de EGF-R ou un
inhibiteur de métalloprotéase), ’AngIl ne peut stimuler la prolifération des
CMLV de rats normotendus (Yang et al, 2005). L’activation des MAPK par
I’'Angll aussi se retrouve diminuée par l'inhibition de EGF-R (Yang et al,

2005).

£ La signalisation de 'angiotensine dans I’hypertension

Dans les modeles d’hypertension SHR, 1-rein 1-clip et L-NAME,
Pexpression de Gai dans les CMLV est supérieure a ce quon observe
normalement (Anand-Srivastava, 1992; Hashim et Anand-Srivastava, 2004;
Ge et al, 2006). Une relation claire a été établie entre I'activité et I'expression
de Gai (Anand-Srivastava, 1992). On constate donc dans les CMLV de SHR
que lactivité de l'adénylate cyclase et les concentrations d’AMPc sont
réduites par une augmentation Gai comparées aux CMLV de rats WKY
(Lappas et al, 2005). Une inhibition de Gai par la toxine pertussis retarde et
atténue l'apparition de I'hypertension chez les jeunes rats SHR (Li et Anand-
Srivastava, 2002). Inversement, une augmentation de la signalisation de

AMPc peut réduire I'hypertension (Berg et al, 2008). De plus, notre
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Figure 4. Voies de signalisation activées par le récepteur AT,

Mehta PK and Griendling KK, Angiotensin II cell signaling: physiological
and pathological effects in the cardiovascular system. Am.J.Physiol Cell
Physiol 292: C82-C97, 2007

Abréviations:ADAM, une métalloprotéase; ANGII, angiotensinell; AT|R, récepteur a
I’ANGII; EGF-R, epidermal growth factor receptor; ERK 1/2, MAPK; Gq, sous unité
alpha de la protéine G hétérotrimérique; Gg,, sous unité¢ beta/gamma de la protéine G
hétérotrimérique; HB-EGF, heparin binding epidermal growth factor; 1P3, Inositol
triphosphate; MEK, MAPKK; PA, acide phosphatidique; PC, phosphatidylcholine; PIP,
phosphatidylinositol biphosphate; PKC, protéine kinase C; PLC, phospholipase C; Raf,
MAPKKK; ROS, espéces réactives oxygéné

La voie des MAPK est activée a la suite de la phosphorylation de EGF-R par
le HB-EGF. Le HB-EGF est libéré apres la stimulation par ANGII. La PKC,
c-Src et ADAM sont aussi activées par TANGII et ont un réle dans la
prolifération cellulaire.
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laboratoire a aussi démontré que les faibles niveaux de AMPc sont
responsables du stress oxydatif accru dans les CMLV de SHR (Saha et al,
2008). Cela concorde avec 'augmentation de stress oxydatif observée dans
plusieurs modéles d’hypertension chez le rat (Doca-sel, SHR, AnglIl...) (de
Champlain et al, 2004; Touyz, 2004). Dans les CMLV de SHR, on observe
une augmentation du Ca2* comme lors de I’hypertension essentielle (Zidek et
Vetter, 1987). Finalement, l'activité de p42/p44 MAPK est plus importante
dans les cellules vasculaires prélevées chez des rats SHR que chez des rats
WKY (Kubo et al, 2002). Tous ces changements dans la signalisation
intracellulaire des CMLYV sont compatibles avec une signalisation accrue de
I'Angll.

Les CMLV de SHR expriment I'angiotensinogene et 'ECA davantage
que les CMLV de rats normotendus WKY (Fukuda, 1997). Cette
surexpression de ’Angll est un mécanisme de la surprolifération des CMLV
de SHR (Kubo et al, 1996; Min et al, 2005; Hashim et al, 2006; Li et al,
2007). Dans les CMLV de SHR comme lors de 'hypertension essentielle, le
stress oxydatif est augmenté (Lappas et al, 2005). L’Angll augmente le
stress oxydatif et aussi la phosphorylation de EGF-R, mais il n’a pas encore
été établi si, dans les CMLV de SHR, la surexpression d’Angll endogene
entraine la surprolifération par une augmentation de 'activation de ERK1/2

et de EGF-R.
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3. Action physiologique

L’angiotensine exerce une série d’effets physiologiques. Le premier
effet est sans contredit son action vasoconstrictrice, c'est-a-dire que '’AnglIl
provoque la contraction des CMLV. Cela arrive treés rapidement et permet
d’adapter le tonus vasculaire & notre activité (Baker et al, 1992). L’AngII va
aussi stimuler la production d’aldostérone par les glandes corticosurrénales.
L’aldostérone commande au rein la réabsorption de sodium et 'excrétion de
potassium. Comme la réabsorption de sodium dans le sang entraine
I'absorption d’eau par osmolarité, I'aldostérone mene a une augmentation du
volume sanguin (Goodfriend, 2006). Le SRA, par I'action de I'’AngIl, augmente
aussi la libération de la vasopressine par la neurohypophyse. La vasopressine
augmente la réabsorption de l'eau dans les tubules distaux et canaux
collecteurs du rein (McKinley et al., 2003). L’AngIl agit aussi sur les
cardiomyocytes. Par son effet inotrope, le débit cardiaque est augmenté
(Endoh, 2006). I’Angll favorise aussi le remodelage cardiaque a la faveur
d’'une fibrose et d’une hypertrophie du muscle (Weber et Janicki, 1989). La
soif est augmentée, ce qui favorise 'augmentation du volume sanguin. De
plus, lactivité du systéme nerveux sympathique est augmentée par la
libération de noradrénaline lors de la stimulation des terminaisons nerveuses
par PAngll. Le systéme nerveux sympathique accroit le débit cardiaque en

augmentant le rythme cardiaque et le volume d’éjection. De plus, la



32

stimulation sympathique cause une vasoconstriction. Tous ces effets
favorisent I’élévation de la pression sanguine (Sayeski et al, 1998).

Le remodelage vasculaire tel quobservé dans 'hypertension est causé
par [l’hypertrophie, la migration ou la multiplication des CMLV.
L’hypertrophie et la prolifération des CMLV sont induites en culture par
traitement a PAngIl (Hashim et al, 2006; Li et al, 2006). Ce dernier entraine
aussi un épaississement concentrique de la couche musculaire lisse
vasculaire in vivo (Intengan et Schiffrin, 2000).

En plus de son action sur le systeme vasculaire, '’Angll émerge comme
une molécule ayant des réles jusque-la insoupconnés dans plusieurs autres
systéemes. I’Angll est capable de stimuler la prolifération et la relache de
facteurs mitogéniques dans plusieurs types cellulaires. De ce fait, 'AngIl se
retrouve dans certaines tumeurs (Yoshiji et al, 2002). L’AngIl peut aussi
engendrer une angiogénese qui est une étape importante dans le
développement du cancer (Greene et Amaral, 2002). On retrouve une
activation du SRA dans les maladies hépatiques impliquant la prolifération
des cellules stellaires hépatiques incluant les carcinomes hépatiques et la
fibrose du foie (Pinzani et Marra, 2001; Yoshiji et al, 2007a; Yoshiji et al,

2007D).

C. Endothéline

L’endothéline est un peptide de 21 acides aminés qui possede une

capacité de vasoconstriction presque inégalée et dont trois types sont connus
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(Yanagisawa et al, 1988). Ces trois types d’endothéline, endothéline-1 (ET-1),
endothéline-2 et endothéline-3, proviennent de trois génes différents. Les
trois types d’endothéline sont d’abord relachés sous forme de larges
précurseurs, soit la pré-pro-endothéline. Chaque type d’endothéline possede
son propre précurseur (pré-pro-endothéline 1, 2 et 3) (Inoue et al, 1989). La
pré-pro-endothéline, précurseur de 212 acides aminés, est clivée par une
protéase et une convertase en pro-endothéline (ou Big-Endothelin). L’enzyme
de conversion de l'endothéline (ECE) convertit ce précurseur de 38 acides
aminés en endothéline de 21 acides aminés (D’Orléans-Juste et al, 2003;
Shimada et al, 1994). L’endothélium vasculaire et les CMLV produisent a la
fois le précurseur de 'ET-1 et 'ECE nécessaire a sa formation (Hahn et al,
1990). Puisque 'ET-1 est produit dans le systéme vasculaire et que les types
d’endothélines sont exprimés de maniere spécifique a leur tissu, nous
concentrerons notre attention sur ET-1. De plus, I'affinité du récepteur ETa
est plus grande pour ET-1 que pour ET-2 et elle est plus grande pour ET-2
que pour ET-3.

Les cellules endothéliales produisent 'ET-1 lorsqu’elles sont stimulées
par langiotensine, la noradrénaline, la vasopressine, la thrombine, les
facteurs de croissance ou d’autres stimuli (Schiffrin et Touyz, 1998). L’action
de l'angiotensine sur les CMLV n’est pas dépendante de la production
d’endothéline par les cellules endothéliales ou musculaires lisses vasculaires

(Schiffrin, 2003). La production d’ET-1 peut étre inhibée par certains stimuli
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tels le monoxyde d’azote ou les peptides natriurétiques (Marasciulo et al,

2006).

1. Récepteurs et signalisation transmembranaire

A ce jour, deux récepteurs a 'endothéline ont été identifiés et clonés :
ETA et ETg. Ce sont des RCPG. Le récepteur ETa est présent dans plusieurs
types cellulaires et en abondance dans les cellules musculaires lisses
vasculaires. Le récepteur ETp est aussi exprimé dans les cellules du muscle
lisse vasculaire, mais d’'une manieére beaucoup plus faible. ETp est toutefois
reconnu pour son role dans les cellules endothéliales ou il n’y a pas de
récepteur ETa. Ainsi dans les cellules endothéliales, le récepteur ETg joue un
role dans la régulation de la relache de NO (figure 5). ETp est aussi exprimé
dans d’autres types cellulaires seul ou avec ETa (Marasciulo et al, 2006;
Bouallegue et al, 2007).

Pour étudier I'action de 'ET-1, les antagonistes du récepteur ETx (par
exemple BQ-123) et les antagonistes du récepteur ETg (par exemple BQ-788)
sont utilisés. En 1991, une équipe de chercheurs japonais a modifié la toxine
de Streptomyces Misakiensis qui possede une faible activité pour le récepteur
ETA. Les produits modifiés obtenus sont des pentapeptides cycliques dont
celuil ayant la plus grande affinité et spécificité pour le récepteur ETa est le
BQ-123. Aucune activité agoniste résiduelle ne lui a été attribuée (Ihara et
al, 1991). Le BQ-123 est aujourd’hui commercialisé et utilisé a grande

échelle dans la recherche scientifique.
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Ang I, AVP, NE, Insulin,
thrombin, TGFB, cytokines,
hypoxia
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Figure 5. Les récepteurs a I'endothéline dans les structures

vasculaires.
Schiffrin EL, Vascular endothelin in hypertension. Vascul.Pharmacol. 43: 19-
29, 2005.

Abréviations : Angll, angiotensine ; AVP, vasopressine ; ET-1, endothéline ;
ETa, récepteur a l'endothéline A ;ETs, récepteur a l'endothéline B; NE,
noradrénaline ; NO, monoxyde d’azote ; PGls, prostacycline ; VSMC, cellules
musculaires lisses vasculaires

Explication : I’ET-1 est produite par les cellules endothéliales et relachée
vers les CMLV. IET-1 induit la contraction des CMLV et leur prolifération.
Toutefois, lorsque I'endothéline stimule les cellules endothéliales, celles-ci
relache du monoxyde d’azote qui entraine une vasodilatation.
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En se basant sur la relation entre la structure et 'activité de BQ-123,
un tripeptide a été identifié comme ayant potentiellement une activité
antagoniste spécifique au récepteur ETgp. Suite a des modifications et des
essais, un antagoniste efficace et sélectif a ETp a été trouvé, le BQ-788 qui
comme BQ-123 est utilisé et commercialisé a grande échelle (Ishikawa et al,

1994).

2. Signalisation intracellulaire

a) Adénylate cyclase

En stimulant les CMLV avec 'ET-1, Eguchi et al. (1993) ont observé
une augmentation d’AMPc intracellulaire. Comme cette augmentation est
inhibée par BQ-123, mais n’est pas augmentée par la toxine choléra, on en
déduit que, dans les CMLV, le signal de ETa est relayé par Gas. Une fois
activée, Gas stimule l'activité de I'adénylate cyclase qui convertit ’ATP en
AMPec. En raison du haut niveau d’AMPc, la PKA est activée (Cooper, 1999).
Toutefois, comme montré précédemment, d’autres mécanismes peuvent
influencer 'activité de 'adénylate cyclase, comme le Ca2+ intracellulaire qui

inhibe I'adénylate cyclase.

b) Endothéline et les phosphatidyls inositols
L’activation du récepteur ETA meéene a la formation de DAG et d'IPs, ce

qui indique une activation de la PLC (Eguchi et al, 1992). La PLC étant
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normalement activée par la protéine Gaqni, ETa devrait étre 1ié a Gaqmi
(Bouallegue et al, 2007). L’ET-1 augmente la concentration de Ca2* dans les
CMLV (Weber et al, 1994; Miwa et al, 1999). L'IP; entraine la relache de
Ca2* dans la cellule (Neylon, 1999; Smith et al, 2003). Toutefois, les
expériences de Bkaily et al. (2008) indiquent que l'augmentation de Ca2*
induite par 'ET-1 est inhibée par un traitement avec les toxines pertussis ou
choléra. De plus, lactivateur de PKC (phorbol-12,13-dibutyrate) et
I'inhibiteur de PKC (bisindolylmaleimide) n’ont pas affecté la hausse de Ca2+
induite par ’ET-1, ce qui indique un role pour les protéines Gas ou Gai plutot
que pour la PKC. Il s’agit peut-étre d'une différence inter-espéeces puisque les
études d’Eguchi et al. (1992) ont été réalisées sur des rats et celles de Bkaily
et al. (2008) sur des humains. Le Ca2+ intracellulaire engendre la contraction
des CMLV (Neylon, 1999) et, avec le DAG, active la PKC (Sirous et al,, 2001;

Bouallegue et al, 2007) (figure 6).

c) Endothéline et les espéces réactives oxygénées
Le blocage du récepteur ETa réduit la formation ’ERO dans les CMLV
de plusieurs modéles d’hypertension (Li et al, 2003; Daou et Srivastava,
2004; Callera et al, 2006). Dans les CMLV des rats DOCA-sel, dont
I'hypertension est dépendante de I'ET-1 (Callera et al, 2003), I'activité de la
NADPH oxydase, de la xanthine oxydase et des mitochondries est augmentée
(Callera et al, 2006). Toutefois, 'expression des sous-unités p22rhox et p47phox

ainsi que lactivité de la NADPH oxydase ne sont pas réduites par le blocage
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de ETa (Touyz, 2004; Callera et al., 2006). Les ERO induites par 'ET-1 sont
donc principalement indépendantes de la NADPH oxydase. Les
mitochondries générent la plus grande partie des ERO dans les CMLV, a la
suite d’'une stimulation de ETa (Callera et al, 2006; Viel et al, 2008). Les
ERO peuvent agir sur les voies de signalisation et aussi comme mécanismes
de signalisation (Blanc et al, 2003). L'origine des ERO peut influencer leur
nature et par conséquent leur action (Blanc et al, 2003; Bassil et al, 2008).
Dans les CMLV, ’ET-1 ne peut induire I'activation de ERK 1/2, PKB ou Pyk2
lorsque les ERO sont inhibées par des anti-oxydants (Daou et Srivastava,
2004). Dans les fibroblastes, la formation ’ERO est nécessaire a l'activation

de récepteurs tyrosines kinases tel que EGF-R (Chen et al, 2006).

d) Endothéline et les tyrosines kinases

D’autres peptides vasoactifs comme 'angiotensine sont reconnus pour
leur capacité a transactiver certaines tyrosines kinases (réceptrices et non-
réceptrices) (Berk et Corson, 1997; Eguchi et Inagami, 2000). Comme
plusieurs indices laissent penser que I’Ang-II et 'ET-1 partagent plusieurs
mécanismes de signalisation intracellulaire, on peut se demander si ET-1
transactive les récepteurs aux facteurs de croissance dans les CMLV (Weber
et al, 1994). Daub et al. (1996) ont démontré que EGF-R était transactivé
apres une stimulation du récepteur ETa dans les fibroblastes et, par la suite,
d’autres ont démontré le méme phénomene dans d’autres types cellulaires

(Cheng-Hsien et al, 2006). 11 a été établi que la stimulation de CMLV de rats
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normotendus par 'ET-1 induit la transactivation de EGF-R (Iwasaki et al,
1999). Cette transactivation fut inhibée par un antagoniste d’ETa et par un
« antagoniste du calcium intracellulaire » mais non pas par un antagoniste
d’ETg ou de la PKC (Iwasaki et al, 1999). Les métalloprotéases, qui jouent
un role important dans la transactivation des facteurs de croissance par des
RCPG (Hao et al, 2004; Yang et al, 2005), sont activées par la stimulation

du récepteur ETa (Ergul et al, 2003).

e) Endothéline et les MAPKinases
L’activation des récepteurs ETa induit la phosphorylation de p42/p44
MAPK dans les CMLV des rats normotendus (Weber et al, 1994; Shichiri et
al, 2000; Daou et Srivastava, 2004; Bouallegue et al, 2007). Cette
phosphorylation est dépendante de la transactivation du récepteur au facteur
de croissance EGF dans les CMLYV de rats (Iwasaki et aZ, 1999). L’activation
de ERK % induite par 'ET-1 assure l'effet antiapoptotique de ET-1 sur les

CMLYV (Guo et al, 1996; Shichiri et al, 2000).

f Endothéline dans 'hypertension
Les concentrations d’endothéline dans le sang ne sont supérieures a la
normale que dans quelques types d’hypertension (Schiffrin, 1995; Schiffrin et
Touyz, 1998; Schiffrin, 2005; Hynynen et Khalil, 2006). On observe toutefois
une plus grande expression de '’ARNm de ET-1 dans l'endothélium des

arteres de résistance dans le cas d’hypertension sévere. La sécrétion ’ET-1
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Figure 6 . Voies de signalisation activées par I'’endothéline

Bouallegue, A., G. B. Daou, et A. K. Srivastava. 2007. Endothelin-1-induced
signaling pathways in vascular smooth muscle cells. Curr. Vasc. Pharmacol.
5:45-52.

Abréviations : ET-I, endothéline-1; PLC B, phospholipase C; PIP2,
phosphatidylinositol  biphosphate; IP3, 1inositol triphosphate; DAG,
diacylglycérol; Ca2*, calcium; PKC, protéine kinase C; CaMK, calmoduline;
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par 'endothélium étant dirigée vers les CMLV et la dégradation de 'ET-1
dans le sang étant tres rapide, les concentrations plasmatiques d’ET-1 ne
sont pas représentatives de son roéle (Schiffrin, 1995). L’ET-1 est surexprimée
dans la paroi artérielle lors de certains types d’hypertension seulement. Chez
I'humain, 'ET-1 est surexprimée dans les cas d’hypertension reliés au sel, a
I'obésité et a la résistance a I'insuline (Touyz et Schiffrin, 2003). Les modéles
animaux, ou on observe une surexpression d’ET-1, sont DOCA-sel, les rats
Dahl sensibles au sel, les rats infusés a I'’Angll et I'’hypertension
rénovasculaire 1 rein 1 clip. Toutefois, 'expression d’ET-1 est normale dans
la paroi vasculaire des modéles d’hypertension SHR et L-NAME (Schiffrin,
1998; Hynynen et Khalil, 2006). Par contre, Lu et al. (2006) ont montré que

PET-1 endogene aux CMLV stimulait la prolifération des CMLV de SHR.

3. Action physiologique
L’endothéline induit une élévation de la PA par la vasoconstriction des
arteres. C’est un des vasoconstricteurs les plus puissants connus a ce jour
(Watanabe et al, 1989). Indépendamment de I'élévation de la PA, P'ET-1 est
capable d’'induire un remodelage hypertrophique des vaisseaux du réseau
vasculaire in vivo. Ce remodelage vasculaire est dit hypertrophique, car il
entraine un épaississement de la couche musculaire lisse et une réduction de

la lumiére des vaisseaux (Hynynen et Khalil, 2006).
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La prolifération et I'hypertrophie des CMLV sont deux processus
1mportants dans le remodelage vasculaire associé a I’hypertension essentielle.
La stimulation des CMLV normales par 'ET-1 induit la synthese protéique
associée a I'hypertrophie (Iwasaki et al, 1999; Daou et Srivastava, 2004).
L’induction de cette synthese protéique est dépendante de la production de
ERO et de l'activation de EGF-R et ERK %. IET-1 induit aussi la synthése
d’ADN dans les CMLV (Weber et al, 1994; Guo et al, 1996; Rosen et al,
1999; Hashim et al, 2006). Cette synthése d’ADN, qui permet de mesurer la
prolifération des CMLV, est dépendante de ERK % (Weber et al, 1994 ; Guo

et al., 1996 ; Rosen et al, 1999 ; Hashim et al, 2006 ).

D. Facteurs de croissance

1. Récepteurs tyrosines kinases

Les récepteurs des facteurs de croissance font partie de la famille des
récepteurs tyrosines kinase (RTK). Ce sont généralement des monomeéres
composés d'une seule chaine peptidique, mais certains se retrouvent sous
forme d’homodimeéres ou composés de deux chaines peptidiques rattachées
par des liens disulfures. Les RTK ont tous en commun un domaine N-
terminal extracellulaire responsable de la liaison au ligand, une seule hélice
alpha transmembranaire et un domaine C-terminal cytosolique avec une
activité tyrosine kinase (Cooper, 1999). Dans les cas de récepteurs
monomeres comme le récepteur EGF-R, la liaison avec le ligand

s’accompagne d'une dimérisation puis d’'une autophosphorylation des résidus
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tyrosines dans la portion cytosolique (Cochet et al, 1988). Grb2 est recruté
par le récepteur EGF-R lors de son activation. La protéine Grb2 possede un
domaine Src homology 2 (SH 2), celui-ci vient se connecter sur les séquences
phosphotyrosines. Grb2 est généralement associé a une autre protéine
appelée SOS (Margolis et Skolnik, 1994; Rao, 1996; Cooper, 1999). Dans son
état inactif, la protéine SOS est normalement liée a Grb2. Une fois active, la
protéine SOS peut activer la protéine Ras (Margolis et Skolnik, 1994).
L’activation de Ras permet la transduction du signal du récepteur EGF-R a la
voie des MAPK (Cooper, 1999). La voie des MAPK/ERK % et la voie de
PISK/AKT peuvent étre activées par EGF-R (figure 7) (Mehta et Griendling,
2007). Dans les CMLYV, il est bien établi que EGF-R peut activer les
MAPK/ERK % (Rao, 1996; Pierce et al, 2001; Reynolds et al, 2002). La
phosphorylation de PDGF-R peut aussi mener a I'activation de p42/44 MAPK

(Tallquist et Kazlauskas, 2004).

2. Les facteurs de croissance
Le facteur de croissance épidermique (epidermal growth factor ou
EGF) a été isolé en 1962 (Cohen, 1983). Il a d’abord été reconnu comme
promoteur de la croissance de tissus épithéliaux et épidermiques. Depuis, des
récepteurs au EGF ont été trouvés dans une multitude de tissus, dont
évidemment les CMLV. Le facteur de croissance épidermique est un peptide
de 53 acides aminés (Savage, et al, 1972). Les facteurs de croissance tels que

le EGF sont présents en plus fortes concentrations dans les tissus cardio-
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vasculaires d’individus hypertendus ou de modeles animaux d’hypertension
(Fujino et al, 1998). Ces facteurs de croissance ne régulent pas la PA a court
terme. Toutefois, en stimulant la prolifération des CMLYV et le remodelage
vasculaire concentrique, ils peuvent, a long terme, avoir un role dans le

déclenchement de I'hypertension.

3. Transactivation des récepteurs aux facteurs de croissance

L’activation de tyrosines kinases a été démontrée comme nécessaire
pour transmettre les signaux provenant de la stimulation des CMLV par
I'Angll ou ET-1 (Daub et al, 1996; Berk et Corson, 1997; Schmitz et Berk,
1997; Ishida et al, 1998; Luttrell et al., 1999; Eguchi et Inagami, 2000; Frank
et al., 2003). Suite a 'activation du récepteur AT; ou d’une stimulation par
IET-1 des CMLYV, les récepteurs aux facteurs de croissance EGF-R et PDGF-
R, qui sont dimérisés et phosphorylés, transmettent leur signal (Margolis et
Skolnik, 1994; Shichiri et al, 2000; Pierce et al, 2001; Touyz et al, 2002;
Voisin et al., 2002; Sayeski et Ali, 2003; Gao et al, 2006; Ohtsu et al., 2006;
Shah et al, 2006). L’activation du récepteur EGF-R est causée par la relache
de son agoniste HB-EGF (Ohtsu et al, 2006). Les mécanismes menant a la
relache du HB-EGF apres l'activation de AT; sont encore sous études mais
certains éléments ont été élucidés. La relache du HB-EGF est dépendante de
c-Src et influencée par le stress oxydatif (Belsches et al, 1997; Ishida et al,
1998; Ushio-Fukai et al, 2001; Chen et al, 2006). De plus, 'inhibition des

métalloprotéases empéche la transactivation de EGF-R (Frank et al, 2003;



45

Ohtsu et al, 2006). La transactivation du récepteur PDGF-R se produit aprés
une stimulation par I'Angll (Yin et al, 2003). Malheureusement, les
mécanismes menant a la transactivation de PDGF-R ne sont pas encore

élucidés.

I1I. Mécanismes de signalisation intracellulaire

Les voies de signalisation intracellulaire sont comme des courroies de
transmission entre les récepteurs et l'action cellulaire a déclencher. Ces
actions vont de la contraction musculaire a la transcription de genes en
passant par l'apoptose et la survie cellulaire. Les voies de signalisation
cellulaire sont beaucoup plus que de simples courroies de transmission. Les
cascades de signalisation intracellulaire sont des amplificateurs et des
intégrateurs puisqu’une petite quantité d’effecteurs peut avoir un gros impact

et que la somme des différents signaux y est compilée.

A, La voie des MAPKSs

La voie des MAPKs ou des kinases des protéines activées par les
mitogénes (mitogen-activated protein) est constituée d'une série de cascades
de signalisation intracellulaire. Ces cascades partagent une méme
organisation. Un signal stimule la kinase de la kinase de la MAPK
(MAPKKK). Celle-ci active la kinase de la MAPK(MAPKK). Finalement, la
MAPKK active la MAPK qui elle agit sur la transcription des genes. Il y a au

moins 5 cascades MAPK identifiées a ce jour. Ce sont les MAPK ERK %,
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Translation

Figure 7. Voies de signalisation activées par la phosphorylation du
récepteur EGF-R

Calbiochem, (2008)
http://www.merckbiosciences.co.uk/html/cbc/inhibitorselect EGFR signaling pat
hway inhibitor panel.html

Abréviations : DAG, diacylglycérol; EGF, epidermal growth factor; EGF-R,
epidermal  growth  factor receptor;, ERK 1/2, MAPK; PI3-K,
phosphatidylinositol 3-kinase; PIPs, phosphatidylinositol biphosphate; PIPs,
phosphatidylinositol triphosphate; Akt, ; MEK, MAPKK; mTOR, mammalian
target of rapamycine; DAG, diacylglycérol; IPs, inositol triphosphate, PKC,
protéine kinase C; Raf, MAPKKK

Explication : Lorsque EGF se lie au récepteur EGF-R, celui-ci se dimérise. Le
signal est ensuite relayé par différents intermédiaires (comme PLC, ou Grb2)
pour activer des voies comme celles des MAPK. Les MAPK (ERK) stimulent
la survie cellulaire et la prolifération.
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JNK1-3, p38, ERK 5 et ERK 3 (Brown et Sacks, 2008). Ces cascades de
signalisation régulent une grande variété d’activités cellulaires telles la
survie, la prolifération, la migration, la différenciation et méme l'apoptose.
Les MAPK JNK 1-3 et p38 sont reconnues comme étant généralement pro-
apoptotiques alors que ERK % est souvent étudié pour son action anti-

apoptotique et mitogénique (Brown et Sacks, 2008).

1. La cascade de MEK/ERK

Cette cascade est connue sous plusieurs noms, dont p42/44 MAPK,
ERK 1/2, MEK/ERK. Il existe plusieurs mécanismes d’activation de cette
voie, mais la plus connue est celle qui passe par l'activation de certains
récepteurs tyrosines kinases tels les récepteurs aux facteurs de croissance.
Tel que vu précédemment, lorsque le récepteur d’'un facteur de croissance tel
que EGF-R est activé, plusieurs phosphorylations surviennent pour mener a
lactivation de la protéine Ras (Rao, 1996). Celle-ci posséde une activité
GTPase. La protéine Ras peut donc hydrolyser le GTP en GDP. Ras ne peut
étre activée et transmettre le signal que lorsqu’elle est liée au GTP. Certaines
protéines peuvent modifier 'activité GTPase de Ras. Le signal provenant de
EGF-R peut étre modulé par les protéines favorisant I’hydrolyse du GTP, les
facteurs favorisant ’échange de GDP pour du GTP et la quantité de GTP
disponible (Accorsi et al., 2001).

La protéine Ras liée au GTP recrute et active la MAPKKK Raf. Raf

active et phosphoryle MEK % (MAPK/ERK kinase 1 et 2) sur les résidus
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thréonine et tyrosine. Par la suite, la MAPKK MEK % active ERK %
(extracellular regulated kinase 1 et 2). Une fois activé, ERK devient un
dimere pour se déplacer vers le noyau ou pour activer des cibles cytosoliques
(figure 7). ERK % est constitué de 2 isoformes, soit ERK 1 et ERK 2 qui sont
aussi appelés p42 et p44 (Cooper, 1999; Brown et Sacks, 2008) (figure 7). Les
MAPK sont régulées par les MAPK phosphatases (MKP) qui désactivent les
MAPK (Kondoh et Nishida, 2007).

Dans les CMLV, ERK est impliqué dans plusieurs processus
cellulaires. Premierement, l'activation de ERK % promeut le remodelage
vasculaire. ERK % stimule deux aspects du remodelage vasculaire associés a

I'hypertension. Ces deux aspects sont la prolifération et la migration des

CMLV (Graf et al, 1997; Xi et al., 1999).
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IV.  Objectifs

La couche musculaire lisse des arteres subit un important remodelage
vasculaire lors de I'hypertension essentielle. La premiere étape dans notre
étude des CMLYV de rats WKY et SHR a été de nous assurer que, comme pour
le remodelage vasculaire, le taux de prolifération des CMLV de rats WKY
était différent, in vitro, de celui des CMLV de rats SHR. Ceci étant confirmé,
les mécanismes sous-jacents a la prolifération accrue des CMLV de SHR sont
devenus intéressants a étudier. Notre étude a tenté de déterminer si 'Angll
et 'ET-1 endogenes ont un réle dans la prolifération CMLV de rats SHR et
WKY. L’'importance des facteurs de croissance EGF, IGF-1 et PDGF
endogénes dans la prolifération des CMLV de rats SHR et WKY in vitro a
aussi été étudiée.

Sachant que la transactivation de EGF-R est un mécanisme dans la
prolifération des CMLYV, I'impact des peptides vasoactifs endogenes sur la
phosphorylation du récepteur EGF-R a été étudié par une analyse western.
De plus, connaissant l'importance de [lactivation des MAPK sur la
prolifération des CMLYV, I'impact de ces facteurs endogenes sur la voie des
MAPkinases a également été étudié par immunobuvardage.

Pour déterminer si la phosphorylation de EGF-R est essentielle a la
prolifération induite par 'ET-1 et 'Angll ou si 'ET-1 et ’Angll peuvent

directement induire la phosphorylation des MAPK, ces travaux ont analysé la
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capacité de I'ET-1 et 'Ang-II a induire la phosphorylation de ERK 1/2 et
EGF-R en présence et absence de I'inhibiteur de EGF-R. De plus, 'impact de
I'inhibiteur de EGF-R sur la prolifération induite par 'ET-1 et 'AngII a aussi

été étudié.
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ABSTRACT

OBJECTIVE. We have recently shown that vasoactive peptides such as angiotensin
(Ang II), endothelin (ET-1) and arginine-vasopressin (AVP) increased the proliferation of
vascular smooth muscle cells (VMSC). Since the levels of Ang Il and ET-1 are increased
in hypertension, the present studies were undertaken to examine if these endogenous
vasoactive peptides contribute to the enhanced proliferation of VSMC in spontaneously
hypertensive rats (SHR) and to further investigate the underlying mechanisms responsible
for enhanced proliferation. METHODS. A10 VSMC and aortic VSMC from 12 week old
SHR and age-matched WKY rats were used for these studies. Cell proliferation was
determined by [*H]thymidine incorporation and ERK1/2 and growth factor receptor
phosphorylation was determined by Western blotting. RESULTS VSMC from SHR
exhibited enhanced cell proliferation as compared to WKY as determined by enhanced
[*H]thymidine incorporation which was attenuated by Ang II ATI receptor antagonist
losartan, as well as by endothelin receptor ETA and ETB antagonists BQ123 and BQ788
respectively. The inhibitors of platelet derived growth factor receptor (PDGF-R);
AG1295, epidermal growth factor receptor (EGF-R); AG1478 and insulin-like growth
factor receptor (IGF-R); AG1024 also attenuated the enhanced proliferation of VSMC
from SHR to WKY control levels. In addition, VSMC from SHR exhibited enhanced
phosphorylation of EGF-R as compared to WKY, which was attenuated by losartan,
BQ123, BQ788, AG1478 and not by AG1024 and AG1295. Furthermore, the enhanced
phosphorylation of ERK1/2 in VSMC from SHR was also attenuated by losartan, BQ123
and BQ788 as well as by growth factor receptor inhibitors, AG1478, AG1024 and

AG1295. The implication of growth factor receptor transactivation in Ang II- and ET-
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induced enhanced cell proliferation was also examined in A10 VSMC. Angll or ET-1-
induced enhanced proliferation of A10 VSMC and enhanced ERK1/2 phosphorylation
was also restored to control levels by EGF-R inhibitor. CONCLUSIONS. These data
suggest that vasoactive peptide-induced growth factor receptor transactivation through
MAP kinase signaling may contribute to the enhanced proliferation of VSMC from SHR.
KEY WORDS: Vasoactive peptides, AT1 receptors, ETA/ETB receptors, growth

factor receptors, ERK1/2, VSMC, cell proliferation, SHR.
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1. INTRODUCTION

Excessive vascular smooth muscle cell (VSMC) proliferation contributes to
vascular remodelling that occurs in several vascular disease states including
atherosclerosis, hypertension and diabetes” >, It is widely recognized that vasoactive
peptides including angiotensin II and endothelin regulate a variety of physiological
functions including blood pressure, VSMC proliferation, cell differentiation and
apoptosis® *. We have recently demonstrated that Ang II, ET-1 and Arginine-Vasopressin
(AVP) increased the proliferation of A-10 VSMC through MAP kinase/PI3 kinase
pathway”.

Ang 1I elicits its physiological effects by interacting with at least two distinct
receptor subtypes, designated as AT1 and AT2°. The presence of ATI receptor subtype
has been shown in rat vascular tissues, however, a small proportion of AT2 receptors are
also present in rat aorta’. Most of the physiological effects of Ang II are mediated
through the activation of AT1 receptors that are coupled to several signaling pathways
including adenylyl cyclase/cAMP inhibition through Giol proteins® °, mitogen activated
protein kinase (MAPK)'® and phosphatidylinositol turnover through Gg/11a''. On the
other hand, ET-1 interacts with two receptor subtypes ETs and ETg. ET, is coupled to
Gg/l1a, G12/G13 and Gi proteins leading to stimulation of phospholipase C/protein
kinase C pathway, small RhoA and inhibition of adenylyl cyclase respectively'>"?,
whereas ETg is coupled to Gq and Gi, 1516 however, in endothelial cells, its activation
releases NO and results in vasorelaxation '’. In addition, the activation of ET, receptor
also stimulates intracellular signaling pathways including MAPK/P13K which are similar

to those activated by growth factor receptors that possess intrinsic protein tyrosine kinase
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activity'". ET-1 as well as Ang II have also been reported to enhance the activation of
growth factor receptors such as epidermal growth factor receptor (EGF-R), platelet
derived growth factor (PDGF-R) and insulin-like growth factor (IGF-R) in a variety of

1819 "the phenomenon known as transactivation..

cell types

Hypertension is associated with enhanced cell proliferationzo'zz. We?! and others™
22 have demonstrated that VSMC from spontaneously hypertensive rats (SHR) exhibit
enhanced proliferation as compared to their age-matched WKY rats which was shown to
be attributed to the enhanced expression of Gica proteins. In addition, the levels of Ang II
and ET-1 as well as growth factors have also been shown to be increased in
hypertension”*2®. Furthermore, endogenous Ang II has also been reported to augment the
levels of several growth factors including transforming growth factor (TGF-BB1), PDGF-
AA and bEGF proteins in VSMC from SHR?’. Thus, taken together, it may be possible
that the enhanced levels of endogenous vasoactive peptides and growth factors may
contribute to hyperproliferation of VSMC from SHR. The present studies were therefore
undertaken to investigate the role of endogenous vasoactive peptides and growth factors
in the enhanced proliferation of VSMC from SHR and to examine if the transactivation of
growth factor receptor by endogenous vasoactive peptides through the activation of
MAPkinase signalling contribute to the enhanced proliferation of VSMC from SHR.

We showed that endogenous Ang II, ET-1 and growth factors such as PDGF, IGF
and EGF may be responsible for the enhanced proliferation of VSMC in SHR and the

transactivation of EGF-R by endogenous Ang II and ET-1 through AT,, ETA as well as

ETg receptor may contribute to the enhanced cell proliferation observed in SHR.



57

2. MATERIALS AND METHODS
Materials

The ETa antagonist BQ123, the ETp antagonist BQ788, the EGF-R inhibitor
AG1478, the IGF1-R inhibitor AG1024 and the PDGF-R inhibitor AG1295 were
purchased from Calbiochem (La Jolla, California, USA). The antibodies pEGFR (Tyr
1173) (goat polyclonal phosphospecific-tyrosine''”’), EGFR (1005), p-ERK (E-4)
(monoclonal phosphospeciﬁc-tyrosin6204), ERK 2 (C-14) were from Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, California, USA). All other chemicals used in these
experiments were purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, Missouri, USA).
2.1 Cell culture

A-10 cell line from embryonic thoracic aorta of rat was obtained from American
Type Culture Collection (Rockville, MA).VSMC from 12-week-old SHR and their age-
matched WKY rats were cultured from aortas as described previously®®. The purity of the
cells was checked by immunofluorescence technique using a-actin as described
previously”’. These cells were found to contain high levels of smooth muscle-specific
actin. The cells were plated in 75 cm2 flasks and incubated at 37 °C in 95% air and 5%
CO2 humidified atmosphere in Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) (with
glucose, L-glutamine and sodium bicarbonate) containing antibiotics and 10% heat-
inactivated fetal bovine serum (FBS). The cells were passaged upon reaching confluence
with 0,5% trypsin containing 0,2% EDTA and utilized between passages 5 and 15.
Confluent cell cultures were starved by incubation for 24 h in DMEM without FBS at 37
°C to reduce the interference by growth factors present in the serum.

2.2 Cell lysis and immunoblotting
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For immunoblotting, VSMC from SHR and WKY rats were incubated in the
absence or presence of vasoactive peptide antagonists or growth factors receptor
inhibitors (10°M) for 30 min. A-10 VSMC were incubated in absence or presence of
growth factor inhibitors for 30 min (10°M) and then treated with vasoactive peptides for
5 min (10"M). After treatement, cells were then washed twice with ice- cold phosphate-
buffered saline and lysed in 100 pl buffer (25 mmol/l Tris—HCI, pH 7.5, 25 mmol/l
NaCl, 1 mmol/l sodium orthovanadate, 10 mmol/l sodium fluoride, 10 mmol/l sodium
pyrophosphate, 2 mol/l benzamidine, 2 mmol/l ethylenebis(oxyethylenenitrolo)-
tetraaceticacid, 2mmol/l EDTA, 1mmol/l phenylmethylsulfonyl fluoride, 10 pg/ml
aprotinin, 1% Triton X-100, 0.1% sodium dodecyl sulfate and 0.5 pg/ml leupeptin) on
ice. The cell lysates were centrifuged at 12000xg for 10 min at 4 °C. Supernatants were
used for immunoblotting.

Immunoblotting of ERK 2 and EGF-R was performed by using specific antibodies
as described previously”. After SDS-PAGE, the separated proteins were
electrophoretically transferred to nitrocellulose paper with a semi-dry transblot apparatus
(Bio- Rad Laboratories, Mississauga, Ontario) at 15 V for 45 min for medium molecular
weight protein (<100 kDa) and liquid transfer with transfer buffer (19g tris-base, 77,5
glycine, 200 ml methanol and 800 ml H,0) at 80 V for 90 min for high molecular weight
protein (>100 kDa). After transfer, the membranes were washed twice in phosphate-
buffered saline (PBS) and were incubated in PBS containing 5% dehydrated milk at room
temperature for 2 h. The blots were then incubated with respective primary antibodies;
monoclonal phosphospecific Tyr''”EGF-R for pEGF-R, 1005 for EGF-R, monoclonal

phosphospecific Tyr’™ERK1/2 for pERK1/2 and C-14 for ERK1/2 in PBS and 0.1%



59

Tween-20 at room temperature for 2 h. The antibody—antigen complexes were detected
by horseradish peroxidase-conjugated second antibody and protein bands were visualized
by enhanced-chemiluminescence Western-blotting detection reagents from Amersham as
described previously”. Quantitative analysis of specific bands was performed by
densitometric scanning of the autoradiographs with an enhanced laser densitometer (LKB
Ultroscan XL, Pharmacia, Dorval, Quebec) and quantified using gelscan XL evaluation
software (version 2.1) from Pharmacia.
2.3 [Methyl-3H]thymidine incorporation

DNA synthesis was evaluated by incorporation of [*H]thymidine into cells as
described earlier’. Subconfluent VSMC were plated in 6-well plates for 24 h and were
serum deprived for 24 h to induce cell quiescence. The A-10 cells were then incubated
with ANG II or ET-1 (10”7 M) alone or with growth factor receptor inhibitors (10 M) for
24 h. The VSMC from SHR and WKY rats were incubated in the presence or absence of
growth factor receptor inhibitors; AG1478, AG1295, AG1024 (IO'GM) or vasoactive
peptide antagonists losartan, BQ123 or BQ788 (10 M) for 24 h. [3H]thymidine (1pCi)
was added and further incubated for 4 h before the cells were harvested. The cells were
rinsed twice with ice-cold PBS and incubated with 5% trichloroacetic acid for 1 h at 4°C.
After being washed twice with ice-cold water, the cells were lysed with 0.4 N sodium
hydroxide for 30 min at room temperature. Radioactivity of the sodium hydroxide was
determined by liquid scintillation counter. Cell viability was checked with the trypan blue
exclusion technique.

2.4  Statistical analysis
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Results are expressed as the mean+SEM. Comparisons between groups were made
with one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Newman—Keuls test. Results

were considered significant at a value of p<0.05.
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3. RESULTS
3.1  Effect of the antagonists of the vasoactive peptides receptor on SHR and WKY
cell proliferation

VSMC from SHR have been shown to exhibit enhanced proliferation 22 Since the
levels of vasoactive peptides such as Ang II or ET-1, that have been reported to enhance
the proliferation of VSMC’, are upregulated in hypertension®* »*, it may be possible that
these endogenous vasoactive peptides may contribute to the enhanced proliferation of
VSMC in SHR. To test this possibility, we examined the effects of Ang II and ET-1
receptor antagonists on cell proliferation of VSMC from SHR and WKY rats and the
results are shown in Fig 1. As reported earlier”’, VSMC from SHR exhibited enhanced
proliferation as compared with WKY (~ 100% increase) as determined by [3H]
thymidine incorporation which was significantly attenuated by about 50% by AT,
receptor antagonist losartan. On the other hand, losartan did not have any effect on the
proliferation in VSMC from WKY. In addition, endothelin receptor ET, and ETg
antagonists BQ123 and BQ788 respectively also attenuated the enhanced proliferation of
VSMC from SHR by 70% and 50% respectively, whereas these antagonists did not
reduce the proliferation of VSMC from WKY rats.
3.2 Effects of the growth factor receptor inhibitors on VSMC proliferation

The levels of growth factors that promote the proliferation of VSMC have been
reported to be increased in SHR*®. To examine the role of endogenous growth factors in
the enhanced cell proliferation of VSMC from SHR, the effect of growth factor receptor
inhibitors on DNA synthesis was investigated in VSMC from SHR and WKY rats. The

results shown in Fig. 2 indicate that the enhanced (~ 80%) proliferation of VSMC from
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SHR as compared to WKY was restored towards control WKY level by AG1478, EGF-R
inhibitor, AG1024, IGF-R inhibitor and AG1295, PDGF-R inhibitor, suggesting the
implication of endogenous growth factor receptors in enhanced proliferation of VSMC
from SHR. In addition, these growth factor receptor inhibitors inhibited the basal
proliferation of VSMC from WKY rats.
3.3  Implication of endogenous vasoactive peptides in enhanced ERKI/2
phosphorylation

We have recently reported the implication of ERK1/2 in enhanced proliferation of
VSMC induced by Ang II and other vasoactive peptides’. Since VSMC from SHR have

2425 and enhanced

been shown to exhibit enhanced levels of vasoactive peptides
phosphorylation of ERK1/2*"%° it was of interest to examine if the enhanced ERK1/2
phosphorylation in VSMC from SHR is attributed to the enhanced levels of endogenous
vasoactive peptides. To test this, we examined the effect of losartan, BQ123 and BQ788
on ERK1/2 phosphorylation in VSMC from SHR and the results are shown in Fig. 3.
ERK1/2 phosphorylation was significantly enhanced (~ 60%) in VSMC from SHR as
compared to WKY control rats and this enhanced phosphorylation was restored towards
control levels by losartan, BQ123 and BQ788 suggesting the implication of AT;, ETx
and ETp receptor in enhanced ERK1/2 phosphorylation in VSMC from SHR.

In addition, to implicate the role of growth factor receptors in enhanced ERK1/2
phosphorylation in SHR, we also examined the effect of EGF-R, PDGF-R and IGF-R
inhibitors on ERK1/2 phosphorylation. The results shown in Fig. 4 indicate that these

inhibitors were also able to restore the enhanced phosphorylation to control levels.

3.4 Role of vasoactive peptides in transactivation of EGF-R in VSMC from SHR
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Vasoactive peptides are known to transactivate different growth factor receptors
in many cell types including VSMC'® '. Since both endogenous vasoactive peptides such
as ET-1 and Ang II and growth factor receptors contribute to the enhanced proliferation
of VSMC from SHR, it was of interest to examine if the enhanced proliferation induced
by endogenous vasoactive peptides is mediated through the transactivation of growth
factor receptor. To test this, the effect of losartan, BQ123 and BQ788 on the
phosphorylation of EGF-R was examined in VSMC from SHR. As shown in Fig. 5 the
phosphorylation of EGF-R was enhanced by about 80% in VSMC from SHR compared
to VSMC from WKY rats. The enhanced phosphorylation was restored to control WKY
levels by lsoartan, BQ123, BQ788 as well as by AG1478. These results suggest that
endogenous ET-1-and Ang Il-induced enhanced proliferation of VMSC of SHR may be
mediated through the transactivation of EGF-R. In addition, AG1478, EGF-R, inhibitor,
also restored the enhanced phosphorylation to control levels, whereas inhibitors of
PDGF-R and IGF-R did not have any effect on the phosphorylation of EGF-R (fig.6).
These results suggest the specificity of the EGF-R inhibitor.

3.5  Implication of EGF-R in endothelin-1 and angiotensin Il-induced proliferation
of A10 VSMC

Since the enhanced proliferation of VSMC of SHR was attributed to endogenous
Ang II and ET-1-induced transactivation of EGF-R, it was of interest to examine if
vasoactive peptide-induced enhanced proliferation of A10 VSMC is also mediated
through EGF-R transactivation. To test this, the effect of EGF-R inhibitor; AG1478 was
examined on ET-1 and Ang II-induced proliferation of A10 VSMC. As shown in Fig. 7A,

endothelin increased the [*H]thymidine incorporation in a concentration-dependant
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manner. The maximal proliferation (~ 75%) was observed at 107 M. The treatment of
A10 cells with EGF-R inhibitor attenuated the proliferation by about 50%. Similarly, Ang
IT also increased the cell proliferation in a concentration-dependent manner (Fig. 7B).
The maximal proliferation observed was about 130% at 10”M. Prior treatment of VSMC
with EGF-R inhibitor completely attenuated the Ang II-induced increased proliferation.
These results suggest that ET-1- as well as Ang Il-induced increased proliferation of

VSMC may be attributed to the transactivation of EGF-R.

3.6  Ang II- and ET-1-induced enhanced phosphorylation of EGF-R.

Since endogenous Ang II-and ET-1 transactivate the growth factor receptors in
VSMC from SHR, it was of interest to test if the treatment of A-10 VSMC with Ang II
and ET-1 could also transactivate the EGF-R. Results shown in Fig. 8 indicate that Ang
IT and ET-1 enhanced the phosphorylation of EGF-R by about 50% which was almost
completely restored to control levels by AG1478.

3.7  Implication of EGF-R in ET-1 and Ang Il-induced enhanced phosphorylation
of ERK1/2

To further investigate if Ang II- or ET-1-induced enhanced phosphorylation of
ERK1/2 is also attributed to the growth factor receptor transactivation, the effect of
AG1478; EGE-R inhibitor was examined on Ang II and ET-1-induced enhanced ERK1/2
phosphorylation. The results shown in Fig. 9 indicate that the treatment of A10 cells with
Ang II or E-1 increased the ERK1/2 phosphorylation by ~25%, which was almost

completely attenuated by AG1478. These results suggest that both ET-1 and Ang II-
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induced activation of EGF-R that stimulates MAP kinase signaling may contribute to the

enhanced proliferation of VSMC.
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4. DISCUSSION

Vascular remodelling that contributes to the pathophysiology of vascular diseases
including hypertension, is associated with alteration in VSMC growth, hypertrophy etc.
We and others reported earlier that VSMC from SHR exhibit exaggerated cell growth

(proliferation) compared to VSMC from WKY rats**?

. The enhanced proliferation of
VSMC from SHR was shown to be attributed to the enhanced levels of Gia proteins,
because the treatment of VSMC from SHR with pertussis toxin that inactivates Gia
proteins resulted in the restoration of enhanced proliferation to control WKY levels®.
However, in the present study, we report for the first time that endogenous vasoactive
peptides such as Ang II and ET-1 through the transactivation of growth factor receptors
may contribute to the enhanced proliferation of VSMC from SHR.

The role of vasoactive peptides in the proliferation of VSMC has been well
documented™ %*. We recently reported that Ang I, ET-1 and arginine-vasopressin (AVP)
increased the proliferation of A-10 VSMC via Gio/MAP kinase pathways °. In addition,
Ang II treatment of VSMC from SHR was shown to enhanced the proliferation, to a
greater extent compared to VSMC from WKY, which was attenuated by Ang II AT,
receptor antagonist losartan indicating the implication of AT, receptor in the enhanced
proliferation of VSMC from SHR*'.

We demonstrate that blockade of AT;, ETA and ETg receptors by losartan; an AT,
receptor antagonist, BQ123; an ET4 receptor antagonist and BQ788; an ETg receptor
antagonist, attenuated the enhanced proliferation of VSMC from SHR. These results

suggest that the autocrine effects of Angll and ET-1 through the activation of AT;, ETxa

and ETg receptors respectively may contribute to the hyperproliferation of VSMC from
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SHR. Our results are in agreement with the studies of other investigators who also
reported the role of endogenous vasoactive peptides in the enhanced proliferation of
VSMC from SHR***°, Kubo et al. ** showed that DNA synthesis in aortic VSMC from
10 week old SHR was significantly enhanced as compared with VSMC from WKY and
was attenuated by AT, receptor antagonist (CV-11974) as well as by delapril, an
angiotensin converting enzyme (ACE) inhibitor. These data suggest that VSMC from
SHR synthesize Ang II that promotes the proliferation in an autocrine manner. The
autocrine role of ET-1 in the regulation of proliferation was also shown by the studies of

336 Tu et al.®reported that VSMC in addition to endothelial cells

various investigators
could also synthesize and secrete ET-1. However, VSMC from SHR release more ET-1
and have a higher growth rate than VSMC from WKY when cultured in a serum free
medium’®. In addition, Lu et al.*® also showed that anti-ET-1 antibody as well as BQ123
and BQ788, ETo and ETg receptor antagonists, respectively attenuated the enhanced
proliferation of VSMC from SHR and suggested the contribution of endogenous ET-1
through ETA as well as ETg receptor in hyperproliferation of VSMC from SHR.
Furthermore, the studies showing that thrombin-induced VSMC growth in WKY and
SHR was attenuated by ETA/ETg receptor blockers further supports the autocrine effects
or ET-1 in cell proliferation®. The intracellular signaling mechanism by which
endogenous Angll and ET-1 increased the cell proliferation in SHR VSMC appears to be
through the activation of MAP kinase pathway, because losartan, BQ123 and BQ788,

antagonists of AT;, ETa and ETgp receptors respectively that inhibited enhanced

proliferation also attenuated the enhanced phosphorylation of ERK1/2. In this regard, the
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implication of MAP kinase signalling in the regulation of cell proliferation by vasoactive
peptides is well documented®”**.
VSMC have been shown to express various growth factors which promote cell

proliferation 272% 40

. We showed that the inhibition of growth factor receptors PDGF-R,
IGF-R and EGF-R by AG1024, AGI1295 and AG1478 respectively attenuated the
enhanced proliferation of VSMC from SHR. These data suggest that the endogenous
growth factors PDGF, IGF-1 and EGF which are upregulated in VSMC from SHR may
also contribute to the hyperproliferation of VSMC from SHR through the activation of
respective receptors. Hamet et al.** showed the implication of TGF-p in increased DNA
synthesis in VSMC from SHR. Furthermore, the studies showing that the deletion of
TGF-B by antisense oligonucleotide complementary to TGF-f mRNA that inhibited the
enhanced proliferation of VSMC from SHR*' further support the involvement of TGF-p
in augmented growth of VSMC from SHR. Various studies have shown that VSMC from
SHR express higher levels of various growth factors including TGF-B, PDGF-A chain,
basic fibroblast growth factors (bFGF), as compared to VSMC from WKY?*'. Our studies
showing that growth factor receptor inhibitors also inhibited the basal proliferation of
VSMC from WKY further suggests the expression of growth factor receptors in VSMC
from WKY rats that may contribute to the proliferation of VSMC. In support of this,
Fukuda et al.** have reported the increased expression of TGF-B type II receptor in
VSMC from SHR compared with cells from WKY. In addition, induction of hypertension
by abdominal aortic coarction has also been shown to increase the levels of vascular IGF-

1 mRNA *. Furthermore, a three-fold increase in aortic steady state PDGF-B receptor

mRNA levels has also been reported in DOCA-salt hypertensive rats*. Taken together, it
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may be suggested that the hyperproliferation of VSMC from SHR may be attributed to
the autocrine effects of growth factors through their receptor activation.

The transactivation of growth factor and growth factor receptors by exogenous
Ang IT and ET-1 has been shown by several investigators'™ ' **. The treatment of VSMC
with Ang II has been shown to increase the expression of IGF-1 mRNA as well as DNA
synthesis **. Ang II-induced enhanced DNA synthesis was shown to be attenuated by
anti-IGF-1 antibody. These data suggest that Ang Il-induced transactivation of IGF-1
plays a role in vascular growth promoting effects of Ang II. The transactivation of EGF-
R by Ang II through AT has also been reported in cultured VSMC, which through the

activation of MAP kinase signaling induce protein synthesis *.

In the heart,
administration of Ang II has also been reported to potentiate cardiac IGF-1 and IGF-1R
mRNA expression46 and treatment with ACE inhibitors was shown to inhibit cardiac
IGF-1 gene expression *’. Furthermore infusion of Ang II in the rats was also shown to
increase the levels of EGF-R mRNA and protein in the aorta and heart **.

However, we demonstrate for the first time that endogenous Ang II and ET-1
through the activation of AT;, ET and ETg receptor respectively could also transactivate
EGF-R in VSMC from SHR because the enhanced tyrosine phosphorylation of EGF-R
exhibited by VSMC from SHR was attenuated by losartan, BQ123 and BQ788, the
inhibitors of the AT;, ETs and ETg receptor respectively. The fact that the enhanced
phosphorylation of ERK1/2 in VSMC from SHR was also attenuated by the inhibitors of
EGF-R, PDGF-R, IGF-R, as well as by the inhibitors of AT;, ETs and ETg receptors

suggest that the endogenous Ang Il and ET-1 through the tansactivation of growth factor

receptors may activate MAP kinase signaling that contributes to the enhanced cell growth
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in SHR. In this regard, various studies have shown the implication of growth factor
receptor transactivation in Ang Il-induced enhanced activation of MAP kinase ***°. The
implication of EGF-R in Ang II and ET-1-induced enhanced proliferation of VSMC was
further substantiated by our studies showing that Ang II and ET-1-evoked increased
proliferation of A-10 VSMC was attenuated by AG1478, an EGF-R inhibitor. In addition,
the increased phosphorylation of EGF-R as well as ERK1/2 induced by Ang Il and ET-1
was also attenuated by EGF-R inhibitor, AG1478.

In conclusion, we demonstrate for the first time that endogenous Ang Il and ET-1
through the activation of AT;, ETa and ETg receptors transactivate EGF-R, which by
increasing the activation of MAP kinase may contribute to the enhanced proliferation of

VSMC from SHR.
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derived growth factor, PDGF-R : platelet-derived growth factor receptor, SHR:
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FIGURE LEGENDS

Fig. 1 Effect of vasoactive peptide antagonists on thymidine incorporation in
vascular smooth muscle cells (VSMC) from 12 weeks-old spontaneously
hypertensive rats (SHR) and Wistar-Kyoto rats (WKY). Confluent VSMC from SHR
and WKY rats were incubated in the absence or presence of Losartan (10° M), BQ123
(10° M) or BQ788 (10°® M) for 24 h. Thymidine incorporation was determined as
described in “Material and Methods™. Results are expressed as percentage of WKY
control taken as 100%. Values are means + SE of 3 separate experiments. ***p<0,001 vs

WKY rats, 66p<0,01, 665p<0,001 vs SHR.

Fig. 2 Effect of growth factors receptor inhibitors on thymidine incorporation in
vascular smooth muscle cells (VSMC) from 12 weeks-old spontaneously
hypertensive rats (SHR) and Wistar-Kyoto rats (WKY). Confluent VSMC from SHR
and WKY rats were incubated in the absence or presence of AG1478 (10° M), AG1295
(10° M) or AG1024 (10° M) for 24 h. Thymidine incorporation was determined as
described in “Material and Methods™. Results are expressed as percentage of WKY
control taken as 100%. Values are means + SE of 3 separate experiments. *p<0,05,

*#%p<0,001 vs WKY rats, 600p<0,001 vs SHR.

Fig. 3 Effect of vasoactive peptide antagonists on ERK 1/2 phosphorylation in
vascular smooth muscle cells (VSMC) from 12 weeks-old spontaneously

hypertensive rats (SHR) and Wistar-Kyoto rats (WKY). Confluent VSMC from SHR
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and WKY rats were incubated in the absence or presence of Losartan (10° M), BQ123
(10° M) or BQ788 (10 M) for 30 min. Cell lysates were immunoblotted by phospho-
specific-Tyr’ERK1/2 for pERK1/2 antibodies as shown on the top panel. Blots were
also analysed for total ERK1/2 (bottom panel). The blots are representative of five
separate experiments. Detection of p-ERK1/2 and total ERK1/2 was performed with
chemiluminescence Western blotting detection reagents. Results are expressed as
percentage of WKY control taken as 100%. Values are means + SE of 5 separate

experiments. ***p<0,001 vs WKY rats, §p<0,05,vs SHR.

Fig. 4 Effect of growth factor receptor inhibitors on ERK 1/2 phosphorylation in
vascular smooth muscle cells from (VSMC) from 12 weeks-old spontaneously
hypertensive rats (SHR) and Wistar-Kyoto rats (WKY). Confluent VSMC from SHR
and WKY rats were incubated in the absence or presence of AG1478 (10° M), AG1295
(10° M) or AG1024 (10 M) for 30 min. Cell lysates were immunoblotted by phospho-
specific-Tyr"ERK1/2 for pERK1/2 antibodies as shown on the top panel. Blots were
also analysed for total ERK1/2 (bottom panel). The blots are representative of five
separate experiments. Detection of p-ERK1/2 and total ERK1/2 was performed with
chemiluminescence Western blotting detection reagents. Results are expressed as
percentage of WKY control taken as 100%. Values are means + SE of 5 separate

experiments. **p<0,01, vs WKY rats, §§p<0,01, §§§p <0,001 vs SHR.

Fig. 5 Effect of vasoactive peptide antagonists on EGF-R phosphorylation in

vascular smooth muscle cells (VSMC) from 12 weeks-old spontaneously
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hypertensive rats (SHR) and Wistar-Kyoto rats (WKY). Confluent VSMC from SHR
and WKY rats were incubated in the absence or presence of Losartan (10° M), BQ123
(10° M) or BQ788 (10 M) for 30 min. Cell lysates were immunoblotted by phospho-

HEGF-R for pEGF-R antibodies as shown on the top panel. Blots were

specific- Tyr
also analysed for total EGF-R (bottom panel). The blots are representative of five
separate experiments. Detection of p-EGF-R and total EGF-R was performed with
chemiluminescence Western blotting detection reagents. Results are expressed as

percentage of WKY control taken as 100%. Values are means + SE of 5 separate

experiments. ***p<0,001, vs WKY rats, §§p<0,01, vs SHR.

Fig. 6 Effect of growth factor receptor inhibitors on EGF-R phosphorylation in
vascular smooth muscle cells (VSMC) from from 12 weeks-old spontaneously
hypertensive rats (SHR) and Wistar-Kyoto rats (WKY). Confluent VSMC from SHR
and WKY rats were incubated in the absence or presence of AG1478 ( 10° M), AG1295
(10° M) or AG1024 (10 M) for 30 min. Cell lysates were immunoblotted by phospho-

"BEGF-R  for pEGF-R antibodies as shown on the top panel. Blots were

specific-Tyr
also analysed for total EGF-R (bottom panel). The blots are representative of five
separate experiments. Detection of p-EGF-R and total EGF-R was performed with
chemiluminescence Western blotting detection reagents. Results are expressed as

percentage of WKY control taken as 100%. Values are means + SE of 5 separate

experiments. *p<0,05 vs WKY rats, §p<0,05 vs SHR.
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Fig. 7 Effect of EGF-R inhibition (AG-1478) on vasoactive peptides-induced
enhanced proliferation of A10 vascular smooth muscle cells (VSMC). Confluent A10
VSMC were pretreated in the absence or presence of AG-1478 (10° M) for 30 min and
were then challenged with different concentrations of ET-1 (10" to 107M) (A) or AnglI
(107 to 10”7 M) (B). Thymidine incorporation was determined as described in “Material
and Methods”. Results are expressed as percentage of control taken as 100%. Values are
means + SE of 5 separate experiments. *p<0,05, ***p<0,001 vs control, &p<0,05,

00p<0,01, 860p<0,001 vs Ang II or ET-1 treatment.

Fig. 8 Effect of AG-1478 on ET-1 or ANG Il-induced enhanced phosphorylation of
EGF-R in A-10 vascular smooth muscle cells (VSMC). Confluent A-10 VSMC were
incubated in the absence or presence of AG1478 (10° M) for 30 min and then challenged
with ET-1 (107 M) or Ang-II (10”7 M) for 5 min. Cell lysates were immunoblotted by

phospho-specific-Tyr''"

EGF-R for pEGF-R antibodies as shown on the top panel. Blots
were also analysed for total EGF-R (bottom panel). The blots are representatives of five
separate experiments. Detection of p-EGF-R and total EGF-R was performed with
chemiluminescence Western blotting detection reagents. Results are expressed as
percentage of control taken as 100%. Values are means + SE of 5 separate experiments.

*p<0,05, vs control, 666p<0,001 vs Ang II treated A10 VSMC, 111p<0,001 ET-1 treated

A-10 VSMC.

Fig. 9 Effect of AG-1478 on ET-1 or Ang II induced enhanced ERK1/2

phosphorylation in A10 vascular smooth muscle cells (VSMC). Confluent A10 VSMC
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were incubated in the absence or presence of AG1478 (10° M) for 30 min and then
challenged with ET-1 (107 M) or Ang-II (107 M) for 5 mins. Cell lysates were
immunoblotted by phospho-specific-Tyr’*ERK1/2 for pERK1/2 antibodies as shown on
the top panel. Blots were also analysed for total ERK1/2 (bottom panel). The blots are
representatives of five separate experiments. Detection of p-ERK1/2 and total ERK1/2
was performed with chemiluminescence Western blotting detection reagents. Results are
expressed as percentage of control taken as 100%. Values are means + SE of 5 separate
experiments. *p<0,05, vs control, T11p<0,001, vs ET-1 treated A10 VSMC, 656p<0,001

vs Ang II treated A10 VSMC.
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I. Discussion

Le remodelage vasculaire associé a ’hypertension est le résultat d'une
prolifération accrue et d'une hypertrophie des CMLV. Notre laboratoire et
d’autres ont déja démontré que les CMLV de SHR affichent une prolifération
accrue comparée a des souches normotendues comme WKY (Hadrava et al,
1989; Li et al., 2005). Non seulement nos résultats confirment la prolifération
accrue des CMLV de SHR mais ils nous montrent aussi que le losartan, le
BQ-123 et le BQ-788 atténuent cette prolifération accrue sans affecter celle
des CMLYV de rats WKY. Ceci indique que les peptides vasoactifs endogeénes
ont un réle important dans I'induction de la prolifération accrue des CMLV de
SHR et que leur action s’exerce via les récepteurs ATi, ETa et ETs. En
atténuant la prolifération des CMLV avec un inhibiteur d’ECA aussi bien
quavec un antagoniste de AT, Kubo et al. (1996) ont démontré le role d’AT;
dans la prolifération accrue des CMLV induite par 'AnglIl. Lu et al. (2006)
ont montré le role de ’ET-1 endogene et de l'activation des récepteurs ETa et
ETg dans la prolifération accrue des CMLV de SHR en atténuant la
prolifération accrue par un anticorps anti-ET-1 ainsi que par les antagonistes
des récepteurs ETa et ETg.

Les inhibiteurs des récepteurs aux facteurs de croissance, AG-1295,
AG-1024 et AG-1478, atténuent aussi la prolifération accrue des CMLV de

SHR, suggérant l'implication des récepteurs PDGF-R, IGF-R et EGF-R
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respectivement dans la surprolifération des CMLV de SHR. Ceci est en
accord avec de précédentes recherches qui ont démontré que les facteurs de
croissance, comme les peptides vasoactifs, peuvent induire la prolifération de
CMLV normales en culture (Mikhail et al, 1993). Plusieurs études ont
confirmé une augmentation des facteurs de croissance (IGF-1) (Fath et al,
1993) ou de leur récepteur (PDGF-RB) dans I'’hypertension (Sarzani et al,
1991). D’'une maniére plus spécifique, 'expression de plusieurs facteurs de
croissance, dont le transforming growth factor B (TGFB), PDGF et basic
fibroblast growth factor (bFGF), est majorée chez les CMLV de SHR, ce qui
pourrait contribuer a la prolifération accrue des CMLV de SHR (Satoh et al,
2001). De plus, la phosphorylation de EGF-R est accrue dans le systéme
cardiovasculaire de SHR (Fujino et al,, 1998).

En traitant des CMLV avec de I'Angll ou de TI'ET-1, plusieurs
chercheurs ont observé une «transactivation» de EGF-R (Eguchi et al,
1998 ; Chung et Walker, 2007). Non seulement, nous avons observé une
phosphorylation accrue de EGF-R dans les CMLV de SHR comparées a celles
de WKY, mais nous avons aussi observé que cette phosphorylation accrue de
EGF-R était atténuée par les antagonistes des peptides vasoactifs, soit
losartan, BQ-123 et BQ-788 dans les CMLV des SHR. Ces résultats
suggerent que la phosphorylation accrue de EGF-R est attribuable a ’AnglI
et 'ET-1 endogenes des CMLV de SHR, en accord avec les observations

précédentes (Eguchi et al, 1998 ; Chung et Walker, 2007).
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En plus de la transactivation des récepteurs aux facteurs de croissance
accrue, nous avons observé une activation accrue de ERK % dans les CMLV
de SHR comparées aux CMLV de rat WKY. Les antagonistes des peptides
vasoactifs ainsi que les inhibiteurs des facteurs de croissance atténuent
significativement la phosphorylation accrue de ERK % dans les CMLV de
SHR. Ce qui nous laisse penser que '’Angll et 'ET-1 endogénes stimulent la
prolifération accrue des CMLV de SHR par la transactivation accrue de EGF-
R puis de ERK %.

Dans notre recherche, le rat SHR fut wutilisé comme modele
d’hypertension avec son pendant non hypertendu le rat WKY. L’étiologie de
I'hypertension du rat SHR est bien connue et est héréditaire selon la
génétique mendélienne. L’hypertension essentielle chez I'humain est tres
variée dans son étiologie. Conséquemment, l’hypertension essentielle
humaine varie dans ses symptomes, dans ses réponses aux traitements et
dans les dangers qu’elle apporte. L'utilisation du rat SHR comme modele
d’hypertension essentiel est souvent critiquée, car I’hérédité mendélienne ne
représente qu'une minorité des causes d’hypertension essentielle. Toutefois,
Iétiologie n’est pas le seul facteur a considérer. En effet, selon le type de
recherche qu’on désire effectuer, il peut étre plus pertinent de considérer la
réponse aux traitements ou le type de symptome observé.

Une premiere maniere de catégoriser I'hypertension est de tenir

compte des niveaux de rénine. Quand la pression sanguine est élevée, le
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niveau de rénine devrait étre bas, puisque la sécrétion de rénine est
normalement inhibée par cette pression élevée. Dans 70% des -cas
d’hypertension essentielle, les taux de rénine vont de moyens a élevés. Or
méme un niveau moyen représente beaucoup de rénine pour quelqu'un
d’hypertendu (Lilly, 2003). Comme le rat SHR présente un SRA élevé, il
devrait constituer un bon modeéle représentatif d’'une partie importante des
patients souffrant d’hypertension essentielle. Puisque nous employons dans
notre étude un antagoniste de '’Angll, nous devions utiliser un modele ou
I'hypertension est susceptible a I'inhibition du SRA comme c’est le cas pour
SHR. Comme la majorité des patients répondent aux traitements d’inhibition
du SRA, notre étude reste intéressante en vue de I'application a ’'numain.
L’autre critere important, quand vient le temps de choisir un modele
d’hypertension, est le type de dommage physiologique étudié. Tous les
modeles dhypertension ne montrent pas les mémes problemes
physiologiques. Comme nos travaux portent sur le remodelage vasculaire, 1l
est important que le remodelage vasculaire observé dans notre modele soit
semblable a celui observé chez l'humain. Comme mentionnée dans
I'introduction, la similarité entre le remodelage vasculaire de SHR et de
’humain a déja été établie. De plus, comme nous voulions examiner la
transactivation de EGF-R suite a la stimulation par des peptides vasoactifs
endogenes, notre modele devait avoir des CMLV exprimant ces peptides

vasoactifs comme c’est le cas pour SHR. Nous pouvons donc affirmer que le
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choix de SHR comme modele d’hypertension dans notre étude était pertinent
et probablement le meilleur.

L'importance de la phosphorylation de EGF-R dans l'activation des
MAPK par les peptides vasoactifs endogenes est appuyée par nos résultats
indiquant 'atténuation de la prolifération accrue induite par '’Ang-II et 'ET-
1 des CMLV A-10 par 'AG-1478, inhibiteur de EGF-R. De plus, nos résultats
montrent que ’AngllI et ’ET-1 majorent la phosphorylation de EGF-R et ERK
et que cette majoration est completement atténuée par I'AG-1478. Ceci
conforte 'idée que '’AngII et 'ET-1 stimulent la prolifération des CMLV par
la transactivation de EGF-R puis de ERK % et dans les CMLV de SHR,
I'Angll et ’ET-1 endogénes stimulent la prolifération accrue.

Nous devons souligner ici que nous avons effectué nos expériences sur
des CMLYV issues de la lignée A-10. Il aurait été aussi intéressant d’utiliser
les CMLV primaires de rats non-hypertendus comme WKY ou Sprague-
Dawley. Toutefois, les CMLV A-10 ont déja démontré qu’elles se comportent
comme des CMLV primaires, tout en étant plus stables.

Les réponses que nous avons trouvées soulévent d’autres questions.
Ainsi, nous avons découvert que EGF-R est impliqué dans la stimulation de
la prolifération des CMLV induite par les peptides vasoactifs, mais les
mécanismes permettant la transactivation des récepteurs aux facteurs de
croissance depuis la stimulation des peptides vasoactifs n’ont pas été

suffisamment élucidés. Par exemple, il reste a déterminer lequel de Gai ou de
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Gaqgni est essentiel pour produire la transactivation de EGF-R. De plus, il
semble que, dans la prolifération des CMLV induite par ET-1, des
mécanismes indépendants de EGF-R puissent étre impliqués. Une prochaine
étape pourrait étre d’établir si I'un des deux récepteurs a 'ET-1 est capable
de stimuler la prolifération des CMLV malgré une inhibition de EGF-R.

Plusieurs recherches ont démontré 'importance des ERO constituant
le stress oxydatif dans la transactivation de EGF-R et l'induction de la
prolifération accrue par 'AnglIl (Ushio-Fukai et al., 2001; Chen et al., 2006).
Certains chercheurs pensent que les ERo transactivent le récepteur EGF-R
via une oxydation de tyrosines kinases tel que c-Src (Chen et al., 2006) alors
que d’autres tentent de démontrer que les ERO interviennent dans la
transactivation via les métalloprotéases. Les mécanismes d’action des ERO
restent donc a établir, mais les nombreux indices mentionnés précédemment
nous permettent d’avancer que les ERO agissent en amont du récepteur
EGF-R (figure 8).

Selon plusieurs études de notre laboratoire, I'activité accrue de Gai
entraine une prolifération accrue des CMLV. Cette activité accrue de Gai
serait initiée par une stimulation de AT, ETa ou ETg. De plus, cette activité

de Gai serait dépendante de la phosphorylation des MAPK (Li et al. 2005,
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Explication : IET-1 et I'Angll induisent la transactivation du récepteur
EGF-R. Cette transactivation est nécessaire pour l'activation des MAPK
induite par 'ET-1 et 'AngII et pour la prolifération des CMLV induite par
IET-1 et 'Angll. IET-1 et 'Angll sont tous deux produits par les CMLV de
rats SHR, ce qui contribue a la pathogénese de I'hypertension des rats SHR.
Les résultats obtenus sur les CMLV A-10 suggerent que I'ET-1 possede une
faible activité proliférative indépendamment de la transactivation de EGF-R.
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Hashim et al. 2006, li et al. 2006). Comme la transactivation de EGF-R par
AnglI ou ET-1 meéne a la phosphorylation des MAPK, nous pouvons supposer
que lactivité accrue de Gai est dépendante de la transactivation de EGF-R

(figure 8). De prochaines expériences tenteront de vérifier cette hypothése.

1. Perspectives

Cette recherche a mis en lumiere le role de la transactivation du
récepteur EGF-R dans la prolifération des CMLV associée au remodelage
vasculaire. De prochaines études se pencheront sur le réole de la
transactivation de EGF-R dans T’hypertrophie des CMLV. De plus, pour
confirmer nos résultats et ceux a venir, d’autres techniques, comme l'injection
intracellulaire d’ARN d’interférence de EGF-R, pourraient étre utilisées.
Comme le remodelage vasculaire est associé a la transactivation de EGF-R, il
serait pertinent de vérifier I'effet de I'inhibiteur de EGF-R sur le remodelage
vasculaire in vivo chez des SHR. Il serait aussi intéressant d’observer 'effet
des agents réduisant le remodelage vasculaire (tels le monoxyde d’azote, les
peptides natriurétiques et la bradykinine) sur la transactivation de EGF-R
dans les CMLV de rats SHR. Parallelement a ces recherches, de prochains
travaux pourraient déterminer comment la stimulation par les peptides
vasoactifs transactive EGF-R. Parmi les nombreux mécanismes a étudier, on
retrouve les métalloprotéases, des tyrosines kinases comme c-Src, les ERO et

méme les protéines G qui pourront étre étudiées avec leurs inhibiteurs
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respectifs et l'effet de ceux-ci sur la transactivation de EGF-R. Plusieurs
pistes ont déja été proposées (Eguchi et al., 1998; Ushio-Fukai et al., 2001;
Ohtsu et al., 2006; Shah et al., 2006), mais la séquence compléte est loin
d’avoir été établie et confirmée. Finalement, en plus de la transactivation de
EGF-R, la transactivation des autres facteurs de croissance n’a pas été

étudiée lors de nos recherches et est trés peu abordée dans la littérature.
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II. Conclusion

Le remodelage vasculaire est une des causes de '’hypertension des rats
SHR. Ce remodelage vasculaire se caractérise par une prolifération et une
hypertrophie accrue des CMLV de rats SHR lorsque comparées aux CMLV de
rats WKY. Cette prolifération accrue fut atténuée par les antagonistes des
récepteurs aux peptides vasoactifs (le losartan, le BQ-123 et le BQ-788) ainsi
que par les inhibiteurs des facteurs de croissance ('AG-1478, 'AG-1295 et
I'AG-1024) dans les CMLV de SHR. Ceci démontre 'importance des peptides
vasoactifs endogénes et des facteurs de croissance endogénes dans la
surprolifération des CMLV de SHR. Parallelement a la prolifération, la
phosphorylation de EGF-R fut aussi accrue dans les CMLV de SHR
comparées a celles de WKY. Encore une fois, cette phosphorylation fut
atténuée par les antagonistes des peptides vasoactifs ainsi que par les
inhibiteurs de EGF-R dans les CMLV de SHR mais pas dans les CMLV de
rats WKY. La phosphorylation de ERK % dans les CMLV de SHR est plus
élevée que dans les CMLV de rats WKY, mais elle est atténuée autant par
les antagonistes des récepteurs aux peptides vasoactifs que par les
inhibiteurs des facteurs de croissance. Dans les CMLV A-10, la
surprolifération induite par ’Angll et 'ET-1 fut bloquée par l'inhibiteur de
EGF-R. Parallelement, la phosphorylation accrue de EGF-R et ERK %

induite par Angll et ET-1 fut atténuée par 'AG-1478. Ces données suggerent
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que 'Angll et 'ET-1 endogéenes engendrent la prolifération accrue des CMLV
de SHR a travers la transactivation de EGF-R et I'activation subséquente de
ERK %. Les résultats obtenus avec les CMLV A-10 montrent que l'activation
de ERK % par ’Angll et 'ET-1 passe nécessairement par la transactivation
de EGF-R. La stimulation de la prolifération par Angll et ET-1 passe aussi

par la transactivation de EGF-R.
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