Université de Montréal

Régulation du cycle cellulaire par le récepteur natriurétique de type C dans les
cellules du muscle lisse vasculaire : mécanismes moléculaires

Par

Jasmine El Andalousi

Département de physiologie

Faculté de médecine

Mémoire présenté a la Faculté des Etudes Supérieures
en vue d’obtention du grade de

Maitrise és Sciences (M.Sc.)

mai 2010

© Jasmine El Andalousi, 2010 Université de Montréal

Université de Montréal



i

Faculté des Etudes Supérieures

Ce mémoire intitulé :

Régulation du cycle cellulaire par le récepteur natriurétique de type C dans les
cellules du muscle lisse vasculaire : mécanismes moléculaires

Présenté par

Jasmine El Andalousi

A été évalué par un jury composé des personnes suivantes :

Dr Vincent Castellucci (président-rapporteur)

Dr Madhu B. Anand-Srivastava (directrice de recherche)

Dr Suhayla Mukaddam-Daher (membre du jury)



i1

Résumé

Nous avons précédemment montré que I’activation du récepteur natriurétique de
type C (NPR-C) par son agoniste spécifique, le C-ANP4.23, atténue 1’augmentation de la
prolifération des cellules du muscle lisse vasculaire (CMLV) induite par les peptides
vasoactifs (Ang II, ET-1 et ’AVP). Puisque les CMLV provenant de rats spontanément
hypertendus (SHR) montrent elles aussi un taux de prolifération plus élevé que leur
contrdle, les CMLV de rats Wystar-Kyoto (WKY), nous avons entrepris cette étude dans
le but de déterminer si C-ANP4.,3 peut également diminuer le taux élevé de prolifération
des CMLV de SHR et, le cas échéant déterminer les mécanismes responsables de cette
réponse. Nos résultats montrent que le taux de prolifération des CMLV de SHR est
significativement plus élevé que celui des CMLV de WKY et que la présence de C-
ANP,,3 diminue de maniére-dose dépendante le taux de prolifération des CMLV de
SHR. En plus, I’expression des protéines de la phase G1 du cycle cellulaire, la cycline
D1, la kinase dépendante des cyclines 2 (cdk2) et la forme phosphorylée de la protéine du
rétinoblastome (pRb) est augmentée dans les CMLV de SHR comparativement aux
CMLV de WKY et est atténué par C-ANP4,3. De plus, nos résultats montrent que les
inhibiteurs du complexe cycline D1/cdk4 (NSC 625987) et cdk2 (NU2058) diminue le
taux de prolifération élevé des CMLV de SHR. Les CMLV de SHR montrent également
un taux de phosphorylation de ERK1/2 et d’AKT et est atténué par C-ANP4.,3. De plus,
le taux d’expression élevé des protéines cycline D1, cdk2 et pRb des CMLV de SHR est
diminué par la toxine pertussis qui inactive la protéine Gia, le PD 98095, un inhibiteur de
MEK de la voie des MAPK, du wortmannin, un inhibiteur de la PI3-K et finalement du
losartan, un antagoniste du récepteur AT1. Ces résultats suggerent que ’activation du
récepteur NPR-C par C-ANP4.,3 diminue le taux de prolifération élevé des CMLV de
SHR par une régulation a la baisse des composantes du cycle cellulaire via I’inhibition de

la protéine Gia et des voies signalétique MAP kinase/PI13-K.

Mots clés: hypertension, SHR, NPR-C, cycle cellulaire, Gi, AKT, MAPK, PI3-K
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Abstract

We have previously shown that natriuretic peptide receptor-C (NPR-C) activation
by C-ANP4.,3 decreased the proliferation of vascular smooth muscle cells (VSMC)
induced by vasoactive peptides (Ang II, ET-1 and AVP). Since, VSMC from SHR also
exhibit an enhanced proliferation as compared to VSMC from WKY, we undertook the
present study to investigate if C-ANP4.,3 could also attenuate the enhanced proliferation
of VSMC from SHR and to further explore the underlying mechanisms responsible for
this response. The proliferation of VSMC from SHR was significantly increased as
compared to VSMC from WKY as determined by [3H]thymidine incorporation and was
attenuated by C-ANPs,; in a concentration-dependent manner. Furthermore the
expression of cyclin DI, cyclin-dependent kinase 2 (cdk2) and phosphorylated
retinoblastoma protein (pRb) was enhanced in VSMC from SHR compared to WKY
which was attenuated by C-ANP4.,3. In addition, the inhibitor of cdk4/cyclinD1 (NSC
625987) and cdk2 (NU2058) also attenuated the enhanced proliferation of VSMC from
SHR in a concentration-dependent manner. VSMC from SHR also exhibited the
enhanced phosphorylation of ERK1/2 and AKT as compared to WKY which was
attenuated by C-ANP4.,3. Furthermore, the enhanced expression of cyclin D1, cdk2 and
pRb in VSMC from SHR were also attenuated by pertussis toxin that inactivates Gia
protein, PD 98095, a MEK kinase inhibitor, wortmannin, PI3K inhibitor as well as by
losartan, an AT1 receptor antagonist. These results suggest that NPR-C activation
attenuates the enhanced proliferation of VSMC from SHR which may be attributed to
Gia /MAP kinase/PI3K-mediated inhibition of the expression of cell cycle components.

Key words: hypertension, SHR, NPR-C, cell cycle, Gi, AKT, MAPK, PI3-K
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CHAPITRE 1.

INTRODUCTION ET REVUE DE LITTERATURE



1. Le systéme cardiovasculaire

Le systéme cardiovasculaire a pour fonction d’assurer a toutes les cellules de
I’organisme un apport constant d’oxygene et de nutriments essentiels a la croissance, la
réparation cellulaire et I’élimination des déchets cellulaires. Pour y parvenir, il met a profit
un systeme circulatoire complexe. On distingue la circulation pulmonaire dont le role est
d’effectuer I’échange d'oxygene et de dioxyde de carbone au niveau des poumons et la
circulation systémique qui propulse le sang dans tous les tissus du corps. Ce sont les
vaisseaux sanguins, principalement des artéres, qui conduisent le sang en provenance du
coeur aux autres organes. La pression exercée par le sang doit étre suffisante pour le

propulser a travers tout le systéme vasculaire (Boron et Boulpaep, 2009).

1.1 La pression artérielle

La pression artérielle est la pression qu’exerce le sang dans les artéres. Elle se définit en
deux mesures qui sont la pression systolique et la pression diastolique. La pression
systolique est la pression maximale exercée par le sang au moment ou le cceur se contracte.
La pression diastolique, quant a elle, est la pression minimale exercée au moment du
relachement du ccoeur. Chez un individu sain, la pression artérielle varie entre 80 et 120
mmHg. Lors de la contraction du cceur la pression on observée est la plus élevée, c’est la

systole. Lorsque le coeur se relache, on observe la pression la plus basse, c’est la diastole.

1.1.1 Régulation de la pression artérielle

La pression artérielle est déterminée par deux facteurs : la résistance périphérique totale
et le débit cardiaque. Le débit cardiaque est définit comme la quantité de sang propulsée
par le coeur dans le systéme vasculaire par unité de temps. La résistance périphérique totale
est quant a elle déterminée par I’ensemble des forces qui s’oppose a I’écoulement du sang

dans les vaisseaux. La loi de Poiseuille illustre ces forces. Cette loi stipule que la résistance



(R) est directement liée a la longueur d’un vaisseau (L) et a la viscosité sanguine (1) et est

inversement liée a au rayon (r) a la puissance quatre.

8 L
R= 3XMX
txr

Cette loi signifie que plus le diametre est grand, plus le débit est important et
inversement plus le diametre est petit, plus la résistance est importante. De plus, plus la
viscosité est ¢levée, plus le débit est faible. En condition normale, la longueur des
vaisseaux et la viscosité du sang sont des parametres qui restent constants. Le diamétre est
le paramétre qui varie en réponse aux besoins des organes. En effet, 1’équilibre
vasodilatation/vasoconstriction permet de varier le diameétre de fagon a maintenir la
pression artérielle au niveau adéquat. Afin d’éviter les variations brusques ou subites, il
existe également plusieurs mécanismes régulateurs qui agissent a court et a long terme

(Pocock et Richards, 2004).
1.1.1 Mécanismes de régulation a court terme

Les mécanismes de régulation a court terme ont pour effet de contrer les
fluctuations réguliéres de la pression artérielle en modifiant la résistance périphérique. Pour
ce faire, ils oeuvrent par l’intermédiaire soit du systéme nerveux, soit de substances

chimiques.
1.1.1.1 Mécanismes nerveux

Les structures nerveuses qui régulent la pression artérielle sont le centre vasomoteur
du bulbe rachidien, les neurofibres vasomotrices, les barorécepteurs et leurs neurofibres

associées, le muscle lisse vasculaire et les chémorécepteurs (Marieb, 2008).

Le centre vasomoteur est un centre du systéme nerveux sympathique situé dans le
bulbe rachidien. Il forme avec les centres cardiaques, les centres cardiovasculaires

responsables de la modification du débit cardiaque et du diamétre des vaisseaux. A partir



du centre vasomoteur, les neurofibres vasomotrices projettent vers la couche de muscle
lisse de tous les vaisseaux sanguins. Ce faisant, elles transmettent continuellement les
influx nerveux qui calibrent le diametre des vaisseaux. L’inhibition du centre vasomoteur
provoque la vasodilatation des artérioles, diminuant la résistance périphérique, et des
veines, créant une baisse du retour veineux et du débit cardiaque. L’activité du centre
vasomoteur peut étre régulée par les barorécepteurs, les chémorécepteurs et les centres

cérébraux supérieurs (Marieb, 2008).

Les barorécepteurs sont situés dans les sinus carotidiens et dans 1’aorte, ainsi que
dans les parois de presque toutes les grandes artéres du cou et du thorax. Ils se divisent en
deux groupes: les barorécepteurs attachés au réflexe sinu-carotidien qui protégent
I’approvisionnement sanguin de 1’encéphale et ceux du réflexe aortique qui régulent la
circulation systémique. Les barorécepteurs sont des récepteurs sensoriels qui ont pour role
de détecter le degré d’étirement des vaisseaux. Ils agissent afin de rétablir la tension
artérielle lorsque ce que celle-ci augmente ou baisse significativement. Dans le cas d’une
augmentation de la tension artérielle, les barorécepteurs vont s’étirer et transmettre
I’information au centre vasomoteur via les nerfs craniens IX et X, ce qui aura pour effet
d’inhiber le centre vasomoteur. Les barorécepteurs projettent également aux centres
cardiaques ou ils ont pour effet de stimuler I’activité parasympathique et d’inhiber le centre
cardioaccélérateur provoquant, de ce fait, une réduction de la fréquence cardiaque et de la
force de contraction du cceur. Dans le cas d’une baisse de la tension artérielle, les
barorécepteurs rétablissent la pression en stimulant une vasoconstriction réflexe et une

augmentation du débit cardiaque (Marieb, 2008).

Bien que les chémorécepteurs soient principalement impliqués dans la régulation de
la fréquence respiratoire, ils jouent un réle non négligeable dans la régulation de la pression
artérielle. Les chémorécepteurs ont pour réle de détecter les fluctuations de pH, de la
concentration d’oxygene et de gaz carbonique dans le sang. Dans le cas d’une fluctuation
d’un de ces paramétres, I’information est transmise au centre cardioaccélérateur et au
centre vasomoteur. Le centre cardioaccélérateur augmentera le débit cardiaque et le centre
vasomoteur déclenchera la vasoconstriction réflexe ce qui aura pour effet de précipiter le

retour veineux au cceur et aux poumons. L’action des chémorécepteurs sur les centres



cardioaccélérateur et vasomoteur permet donc de rétablir la pression artérielle dans les

conditions de baisse de pression (Marieb, 2008).

1.1.1.2 Mécanismes chimiques

L’oxygene et le gaz carbonique ne sont pas les seules substances chimiques qui
influencent la tension artérielle. D’autres substances chimiques peuvent également réguler
la pression artérielle. Il s’agit des catécholamines (I’adrénaline et la noradrénaline), des
peptides vasoactifs (Ang II, ET-1, AVP) et des peptides natriurétiques (I’ANP, le BNP et le
CNP). Contrairement a I’oxygéne et au gaz carbonique, ces substances agissent directement
sur le muscle lisse, ce qui leur permet ainsi d’adapter immédiatement la résistance
périphérique. Dans les conditions de baisse de pression, les reins offrent un mécanisme
hormonal pour la régulation de la pression artérielle en controlant le volume sanguin. Cette
¢tape s'échelonne sur des heures, voire des jours, mais permet des gains totaux (Marieb,

2008).

1.1.2 Mécanismes de régulation a long terme

Les mécanismes de régulation a long terme contrdlent la pression artérielle en
régulant le volume sanguin par [’intermédiaire du systéme rénal. En effet, une
augmentation du volume sanguin provoquera une augmentation de la pression artérielle.
Au contraire, une baisse du volume sanguin provoquera une baisse de la tension artérielle.
Afin de réguler le volume sanguin, le systéme rénal agit par I’intermédiaire de mécanismes

directs et indirects (Marieb, 2008).

Le systeme rénal direct régule la quantit¢ de liquide réabsorbé dans le sang en
régulant la vitesse a laquelle le sang circule dans le rein. Les liquides passeront plus
rapidement, de la circulation sanguine aux tubes rénaux, dans le cas d’une hausse de la
pression artérielle. I en résultera le rétablissement de la pression puisqu’une plus grande
quantité de liquide sera expulsée dans 1’urine (le rein ne pouvant pas traiter efficacement

tout le liquide) (Marieb, 2008).



Le systtme rénal agit indirectement par l’intermédiaire du systéme rénine-
angiotensine. Ce systéme est considéré comme un des mécanismes majeurs dans le
maintient de la tension artérielle. Il joue un réle dans la régulation de la balance sodique et
de ’excrétion d’eau. La rénine, synthétisée par les cellules rénales juxtaglomérulaires clive
I’angiotensinogene en angiotensine I. L’angiotensine I est par la suite clivée par I’enzyme
de conversion (ECA) pour finalement donner le peptide actif angiotensine II. L’Ang II,
possede un fort pouvoir vasoconstricteur ce qui contribue a augmenter la pression
systémique, la vitesse du transport sanguin vers les reins et la perfusion rénale. L’Ang II
stimule également la libération d’une autre hormone produite par le cortex surrénal,
I’aldostérone qui favorise la réabsorption du sodium par le rein. La réabsorption du sodium,
¢tant liée a la réabsorption d’eau, cause 1’augmentation du volume sanguin. De plus, 1’Ang
II stimule la libération de I’hormone antidiurétique (I’ADH) par la neurohypophyse. Cette
hormone stimule également la réabsorption rénale de I’eau. L’effet combiné de 1’Ang II,
I’aldostérone et I’hormone antidiurétique permet de restaurer la pression artérielle (Marieb,

2008).

1.1.3 Structure vasculaire

En plus des nombreux mécanismes de régulation a court et long terme, la structure
vasculaire joue un réle important dans le maintien de la pression artérielle. En effet, sa
composition unique permet un contrdle précis de la tension artérielle. La composition des
vaisseaux sanguins differe selon leur fonction. Tout d’abord, la paroi des artéres, comme
illustrée a la figure 1, est composée de trois tuniques qui sont de I’intérieur vers 1’extérieur :
I’intima, la média et ’adventice. L’intima est constituée d’un endothélium qui se trouve en
contact avec le liquide sanguin. De plus, celui-ci sécréte plusieurs substances vasoactives.
Le monoxyde d’azote, I’ET-1 et le peptide natriurétique de type C (CNP) sont des
exemples de substances sécrétées par 1’endothélium qui modifient le diametre des
vaisseaux. Apres I’intima vient la média qui est constituée de cellules musculaires lisses
(CML). Elle joue un role primordial dans la réactivité vasculaire permettant la
vasodilatation et la vasoconstriction de I’artére. L’adventice quant a elle est constituée de
fibre ¢lastique et de fibres de collagene permettant ainsi I’ancrage des vaisseaux aux

structures environnantes (Berne et Levy, 2001; Tortora et Derrickson, 2009).



—— Endothélium
Tissu conjonctif

Limitante €lastique externe

—— Tunica média

Limitante élastique externe

Tunica adventitia

Lumiére

Figure 1: Structure d’une artére. (Modifiée de (Marieb, 2008))

On distingue les vaisseaux de conduction qui sont des vaisseaux de gros calibre et dont
la structure doit résister a d’énormes pressions et les vaisseaux de résistances qui
déterminent, comme leur nom I’indique, la résistance artérielle. Comme mentionné plus
haut, le role joué par un vaisseau est intimement li¢ sa composition. Dans le cas de 1’aorte,
sa structure est trés €lastique ce qui permet son extension lors de 1’arrivée du sang. Plus le
diamétre des vaisseaux diminue, plus la composition change pour devenir, plus musculaire
dans les artéres de résistance jusqu’a ce que le muscle lisse domine au niveau des artérioles

(Berne et Levy, 2001).



1.2 Les arteéres de résistance

Les artéres de résistance ont I’important role de réguler la distribution du sang vers
les organes. Elles répondent aux changements de pression et de débit sanguin. Elles ont
donc la capacité, par des mécanismes locaux, de s’adapter a leur environnement
biomécanique. Ainsi, lorsque le flux sanguin change, 1’artére répond rapidement par des
modifications fonctionnelles et structurales. Cette réponse est assurée par des mécanismes
humoraux autocrines et/ou paracrines. Par contre, lorsque la réponse vasomotrice est
insuffisante pour compenser une augmentation chronique du débit sanguin, 1’artére subit un

remodelage vasculaire.

1.3 Remodelage vasculaire

Le remodelage vasculaire est un processus pathologique qui joue un rdle
prépondérant dans les complications cardiovasculaires. Il se définit comme une
réorganisation de la structure des vaisseaux en réaction aux forces de cisaillement exercées
et/ou a des facteurs humoraux comme I’Ang II et ’ET-1. Ils induisent une augmentation du
ratio média/lumiére (Hayashi et Naiki, 2009). Les changements se trouvent non seulement
au niveau structurel, mais également au niveau de la composition et des propriétés des
vaisseaux. Les vaisseaux les plus touchés par le remodelage vasculaire sont les petites
arteres : les artérioles et les artéres de résistance. Il en est ainsi puisque ce sont les plus

sensibles aux facteurs vasoconstricteurs (Berne et Levy, 2001).

Il y existe deux processus majeurs dans le remodelage vasculaire : I’hypertrophie et
I’hyperplasie des CMLV. L’hypertrophie se définit comme 1’augmentation de la taille de la
cellule. Elle est associée a une synthése accrue de protéine. En revanche, 1’hyperplasie se
définit par I’augmentation du taux de prolifération augmente le nombre de cellules et est,
quant a elle, associée a une augmentation de la synthése d’ADN. Les changements
structurels et morphologiques sont impliqués dans le remodelage vasculaire et dans

I’augmentation de la résistance périphérique a I’origine de 1’hypertension.



2. L’hypertension

L’hypertension est caractérisée par une augmentation soutenue et significative de la
pression  artérielle. Une  pression chronique au-dessus de  140/90 mmHg
systolique/diastolique est considérée comme a risque. Bien que I’hypertension soit une
condition répandue et trés étudiée, des statistiques démontrent qu’elle s’avere difficile a
maitriser chez un nombre ¢élevé de patients (Joffres, Hamet, MacLean, L'Italien G, et

Fodor, 2001).

Il existe deux types d’hypertension artérielle, soit I’hypertension essentielle et
I’hypertension secondaire. Les causes de I’hypertension secondaire contrairement a
I’hypertension essentielle sont connues. L’hypertension secondaire résulte le plus souvent
de causes sous-jacentes telles les atteintes rénales stimulant le systéme rénine-angiotensine
ou encore les maladies endocriniennes comme les cancers sécrétant de 1’adrénaline en
exces. L’hypertension essentielle quant a elle représente 95 % des cas d hypertension et n’a
pas de cause clairement définie. Néanmoins, certains facteurs sont clairement définis

comme facteurs de risques.

2.1 Facteurs de risques

Plusieurs facteurs augmentent le risque de souffrir d’hypertension. Il s’agit d’une
combinaison de plusieurs facteurs génétiques et de facteurs environnementaux (Ruppert et
Maisch, 2003). Parmi les facteurs environnementaux, citons en exemple le surplus de
poids, le tabagisme, 1’inactivité physique, le stress et la consommation de sel. En agissant
sur ces facteurs, il est possible de diminuer les risques de souffrir d’hypertension. La
combinaison d’autant de facteurs complexifie énormément la recherche touchant

I’hypertension essentielle.
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2.2 Conséquences de I’hypertension

L’Organisation mondiale de la santé publiait, en 2002, une étude démontrant que
I’hypertension un des principaux facteurs de risque de mortalit¢ en Amérique du Nord
(Ezzati, Lopez, Rodgers, Vander Hoorn, et Murray, 2002). En effet, lorsqu’elle n’est pas
traitée, elle entraine des conséquences redoutables sur la santé d’un individu. Elle
représente un facteur de risque associ¢é aux maladies cardiovasculaires, aux accidents
cérébraux vasculaires, aux défaillances rénales et la maladie d’Alzheimer (Khan et al.,
2005; Vasan et al., 2001). Devant autant de conséquences potentielles, miser sur un

controle serré de la pression artérielle semble plus que judicieux.

2.3 Traitement de I’hypertension

Plusieurs traitements contre I’hypertension se retrouvent sur le marché dont
notamment les diurétiques, les bloqueurs des canaux calciques et les inhibiteurs du systéme
rénine-angiotensine. Les diurétiques favorisent 1’excrétion d’eau et de sel contribuant ainsi
a diminuer le volume sanguin. Les bloqueurs des récepteurs B et al adrénergiques agissent
sur le systéme nerveux sympathique diminuant respectivement la fréquence et le débit
cardiaque et la résistance périphérique totale. Les bloqueurs des canaux calciques causent
une vasodilatation entrainant une baisse de la résistance périphérique totale. Parmi les
inhibiteurs du systéme rénine-angiotensine, il y a les inhibiteurs de I’enzyme de conversion
de I’angiotensine (ECA) qui inhibe la formation de 1’Ang II provoquant une diminution de
la contraction des vaisseaux sanguins et une augmentation de la sécrétion de sel (Lilly,
2007). Malgré cette panoplie de médicaments, I’hypertension reste difficile a traiter. C’est
pourquoi, encore aujourd’hui, un nombre important de groupes de recherche se penchent
sur les mécanismes a 1’origine de I’hypertension. Afin d’y parvenir, les chercheurs ont, au
fil des années, ¢laborer plusieurs outils de recherche spécifiques a I’hypertension dont

quelques modeles animaux d’hypertension.
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2.4 Les rats SHR : un modéle d’hypertension

Le modele de rats spontanément hypertendus (SHR) est un mod¢le analogue a
I’hypertension essentielle chez I’humain. Il s’agit d’'un modele d’hypertension génétique
créé a la suite de croisement entre rats hypertendus. Les rats SHR sont caractérisés par une
hypertension qui apparait spontanément vers la cinquiéme semaine et qui augmente avec
I’age (Okamoto et Aoki, 1963). L’augmentation du ratio media/lumiére observée chez les
humains souffrant d’hypertension a également été observée chez le modéle SHR (Heagerty,
Aalkjaer, Bund, Korsgaard, et Mulvany, 1993). De plus, un article publié¢ en 2000 par
Intengan et Schiffrin suggere fortement que le remodelage vasculaire observé chez les rats
SHR et chez les humains souffrant d’hypertension artérielle soient identiques (Intengan et
Schiffrin, 2000). Ce modéle permet donc a la communauté scientifique d’approfondir ses
connaissances relatives aux mécanismes a 1’origine du remodelage vasculaire a tous les
niveaux, que ce soit les mécanismes menant 1’hypertrophie ou encore ceux qui induisent

I’hyperplasie des CLMV.

2.5 Hyperplasie des cellules du muscle lisse vasculaire

L’hyperplasie des CMLV est impliquée dans plusieurs maladies cardiovasculaires
comme I’hypertension, la resténose et 1’athérosclérose (Intengan et Schiffrin, 2001; Libby
et Tanaka, 1994; Liu, Roubin, et King, 1989; Ross, 1995). Elle est en cause dans
I’épaississement des vaisseaux. Elle se définit comme une augmentation du nombre des
CMLYV associée a une augmentation de la synthése d’ADN. Ainsi, elle contribue a
I’augmentation du ratio média/lumiére menant a une augmentation de la résistance
périphérique. Le modele de rats SHR est particuliecrement indiqué pour 1’étude des
mécanismes moléculaires a 1’origine de 1’augmentation de la prolifération des CMLV. En
effet, il est connu qu’une des différences entre les rats SHR et les rats normaux-tendus
WKY est une augmentation de la prolifération des CMLV (Heagerty, Aalkjaer, Bund,
Korsgaard, et Mulvany, 1993; Resink, Scott-Burden, Baur, et Buhler, 1987). Les
mécanismes menant a I’hyperplasie du muscle lisse vasculaire ne sont pas encore

totalement compris. Par contre, il a ¢ét¢ démontré que les peptides vasoactifs, tels
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I’angiotensine II (Ang II), ’endothéline (ET-1) et la vasopressine (AVP), jouent un rdle

majeur dans ce processus (Michel et al., 1990).

3. Les mécanismes moléculaires impliqués dans I’hypertension

L’augmentation de la prolifération résulte d’un déséquilibre de la balance entre les
facteurs qui stimulent la prolifération et ceux qui I’inhibent. En conditions pathologiques,
plusieurs molécules favorisent I’hypertension en faisant pencher la balance du c6té de la
vasoconstriction, de I’hypertrophie et de la prolifération. Ces facteurs, appelés messagers
premiers, vont mettre a contribution tout un réseau de communication intracellulaire leur
permettant ainsi d’activer ou d’inactiver les différentes fonctions cellulaires. Les messagers
premiers sont, en régle générale, des hormones qui ne franchissent pas la membrane
plasmique. Pour produire une réaction de 1’autre coté de la membrane, les messagers
premiers lient des récepteurs transmembranaires. Le récepteur ancré dans la membrane
plasmique pourra activer une seconde protéine, intracellulaire cette fois, qui activera une ou

plusieurs voies signalétiques ( Voet et Voet, 2004; Berne et Levy, 2001).

3.1 Récepteurs couplés aux protéines G

La plus grande famille de récepteur transmembranaire est formée par les récepteurs
couplés aux protéines G (RCPG). Les RCPG sont des protéines caractérisées par un
domaine a 7 passages transmembranaires. Ils relaient un grand nombre de signaux
cellulaires et activent plusieurs voies signalétiques. Des acides aminés, des glycoprotéines,
les peptides et des phospholipides sont des exemples de signaux capables d’activer les
RCPG (Krauss, 2008). Etant couplés aux protéines G, les RCPG une fois activés vont

activer a leur tour les protéines G.

3.1.1 Les protéines G

L’appellation protéine G provient de I’abréviation anglaise guanine nucleotide-

binding proteins. Les protéines G appartiennent a la famille des GTPase et hydrolysent la
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guanosine triphosphate (GTP) en guanosine diphosphate (GDP). Elles profitent de
I’échange du GDP en GTP pour déclencher ou inhiber des cascades de signalisation
cellulaire par I’intermédiaire d’un second messager comme 1’AMPc. Elles sont constituées
de 3 sous-unités : une sous-unité o, une P et une y. Lorsque le récepteur est stimulé par un
ligand, il libére le GDP pour lier le GTP. Cette nouvelle liaison provoque la dissociation de
la sous-unité a du complexe Gg,. Une fois dissociée de la sous-unité Gg,, la sous-unité G,
libre d’activer ou d’inactiver les voies signalétiques qui se trouvent en aval. Il existe 3
isoformes de la sous-unité¢ a: Gas, Goi et Gaq. La sous-unit¢ Gas est une sous-unité
stimulatrice qui comme sont nom I’indique, augmente 1’activit¢ de ’adénylate cyclase
(AC). L’activation de I’AC provoque une augmentation le taux d’AMPc qui interagit avec
plusieurs protéines en aval pour produire ses effets. La protéine Gai est quant a elle

inhibitrice de I’AC ce qui a pour effet la diminution des taux AMPc (Voet et Voet, 2004).

3.1.2 La protéine Gi

Des études rapportent que I’expression de la protéine Gi est augmentée dans les
CMLYV de SHR comparativement aux CMLV de WKY (Anand-Srivastava, 1992; Anand-
Srivastava, Picard, et Thibault, 1991). Marcil et al. ont prouvé que I’augmentation de
I’expression de la protéine Gi préceéde 1’établissement de I’hypertension (Marcil, Thibault,
et Anand-Srivastava, 1997). Ces résultants suggerent que la protéine Gi joue un role
déterminant dans 1’établissement de la pathologie. En ce sens, Li et Anand-Srivastava ont
montré que chez les rats SHR, 1’utilisation de la toxine pertussis qui inactive la protéine Gi
en la bloquant dans son état lié au GDP, résultait en une diminution de leur pression
artérielle (Li et Anand-Srivastava, 2002). Dans le but de déterminer si la baisse de pression
artérielle dont les rats SHR ont bénéficié était due a une diminution de la prolifération des
CMLYV, ils ont étudi¢ I’effet de I’inhibition de la protéine Gi sur la prolifération. Ils ont,
ainsi, démontré que [D’inhibition de la protéine Gi par la toxine pertussis inhibe
I’augmentation de la prolifération des CMLV de SHR comparativement a celles de WKY
(L1 Y, 2005). Suite a ces recherches prometteuses, il semblait particulierement pertinent
d’approfondir le role de la protéine Gi et de déterminer les facteurs qui induisent une

augmentation de son expression. Dans ce sens, Anand-Srivastava et al. ont montré que
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I’Ang II augmentait le taux d’expression de la protéine Gi dans les CMLV de type A10
(Palaparti, Ge, et Anand-Srivastava, 1999). De plus, Palaparti et al. ont montré que le
losartan, un antagoniste du récepteur a 1’Ang II AT, diminuait [’augmentation de

I’expression de la protéine Gi induite par I’ Ang II.

3.2 L’angiotensine 11

L’Ang II est un peptide connu pour son implication dans 1’hypertension. Ces effets
physiologiques sont relayés par I’intermédiaire de récepteurs couplés aux protéines G. Il est
prouvé qu’en culture les CMLV de SHR produisent de I’Ang II de fagon endogene (Fukuda
et al., 1999). En 2001, Satoh et al. ont montré qu’une augmentation de la génération d’Ang
IT est associée a une augmentation d’expression des facteurs de croissance TGF-f1, PDGF
A-chain et bFGF (Satoh et al., 2001). D'une part, ces résultats suggerent que les taux élevés
d’Ang II endogeéne contribuent a 1’augmentation de la prolifération des CMLV de SHR en
augmentant la synthése des facteurs de croissance. D’autre part, des études démontrent que
I’Ang II conduit également a 1’hypertrophie des CMLV en activant la voie des MAPK,
p38MAPK, ERK et JNK ainsi que la voie des JAK/STAT (Berk et Corson, 1997; Sugden
et Clerk, 1997; Taniyama et al., 2004). Bref, I’Ang II contribue fortement a 1’¢établissement
et au maintien de la pathologie de I’hypertension puisque ce peptide augmente a la fois la

prolifération et I’hypertrophie des CMLV.

3.2.1 Récepteurs a ’angiotensine I1

Les effets de I’Ang II sont relayés par de nombreuses voies signalétiques par
I’intermédiaire des récepteurs a I’Ang II (Berk et Corson, 1997). En effet, I’Ang II lie deux
sous-types de récepteurs: AT; et AT, (Timmermans et al., 1993). Le récepteur AT, est
prédominant dans le systéme cardiovasculaire et relaye la majorité des effets de 1’Ang II.
Conséquemment, 1’utilisation d’un antagoniste sélectif du récepteur AT, comme le losartan
permet de réduire les effets hypertensifs de I’Ang II (Goa et Wagstaff, 1996). La

contribution biologique du récepteur AT, aux effets de I’Ang II est quant a lui assez
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méconnue. Toutefois, des études semblent indiquer qu’il inhiberait les effets du récepteur

AT en condition physiologique (Ciuffo, Alvarez, et Fuentes, 1998; Yamada et al., 1998).

3.2.2 Signalisation du récepteur AT; a ’angiotensine I1

AT, tel qu’illustré a la figure 2, est un récepteur couplé aux protéines G
interagissant avec les protéines Gai et Gag. AT, active plusieurs voies de signalisations
dont la voie des phospholipase C par l’intermédiaire de la protéine Gq (Lassegue,
Alexander, Clark, Akers, et Griendling, 1993; Ullian et Linas, 1990). De plus, AT, est
couplé a I’inhibition de I’adénylate cyclase par la protéine Gi (Anand-Srivastava, 1983) et a
I’activation de canaux calciques-dépendants du voltage (Chiu et al., 1991). Des études ont
montré que 1I’Ang II régule les canaux calciques voltages-dépendent de type L et T par
I’intermédiaire de la protéine Gi (Lu et al., 1996; Maturana et al., 1999). En plus
d’activer les canaux calciques, I’Ang II stimule la croissance cellulaire en stimulant la
phosphorylation de tyrosines kinases. En effet, 1’activation du récepteur AT; induit la
phosphorylation de plusieurs tyrosines kinases dont les kinases de la famille janus (JAK,
janus kinase family kinases), la PI3K et c-Src (Touyz et Schiffrin, 2000). Touyz et al. ont
observé que chez les personnes souffrant d’hypertension, I’activation de c-Src induite par
1I’Ang II est associée a la croissance cellulaire des CMLV provenant d’artéres (Touyz et al.,
2001). c-Src active plusieurs molécules en aval, dont les MAPK, la PLC, les JAK, la PI3K
et la NAD(P)H oxydase (Touyz et Schiffrin, 2000). D’un autre co6té, I’Ang II active
¢galement les MAPK dont ERK1/2, la kinase p38 et JNK. L’Ang II active aussi les
récepteurs tyrosines kinases bien que ceux-ci ne soient pas directement li€s aux récepteurs
a I’angiotensine. En effet, des études confirment que I’Ang II, par I’intermédiaire d’ATj,
transactive les récepteurs au facteur de croissance épidermique, EGF, au facteur de
croissance dérivé des plaquettes, PDGF et au facteur de croissance apparenté a 1’insuline
IGF (Saito et Berk, 2001). Plus récemment, des évidences apportées suggere que 1’Ang 11
transactive le récepteur EGF par la voie signalétique des MAPK et que cette transactivation
jouerait un role dans I’augmentation de 1’expression la protéine Gi et dans I’augmentation
de la prolifération des CMLV (Gomez Sandoval, Lévesque, et Anand-Srivastava, 2009).

La transactivation des récepteurs aux facteurs de croissance potentialise les effets
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pathologiques relayés par les différentes voies signalétiques de 1’Ang II. En somme, toutes
les voies signalétiques couplées a AT, contribuent aux effets physiologiques de 1’Ang II et

contribuent a I’établissement de I’hypertension et aux complications qui lui sont associé.

3.3 Voie signalétique de la phospholipase C

L’Ang II active la phospholipase C (PLC) par I’intermédiaire deux voies : celle de
la protéine Gq et celle de la protéine Gi. En effet, comme I’illustre la figure 2, la liaison de
I’Ang II a son récepteur AT, active la protéine Gqa qui, a son tour, active la PLCB. AT,
¢tant également couplé a Gi, I’Ang II provoque I’inhibition de I’AC ce qui diminue la
production AMPc. La baisse du taux d’AMPc permet alors ’activation de la PLC. Les
phospholipases C sont des enzymes qui hydrolysent les phospholipides. La PLC hydrolyse
le phosphatidylinositol 4,5 bisphosphate (PIP;). Cette réaction donne deux produits :
I’inositol trisphophate (IP3) et le 1,2-diaglycérol (DAG) (Berridge, 1987; Smrcka, Hepler,
Brown, et Sternweis, 1991). L’IP; se lie a des récepteurs-canaux calciques spécifiques sur
le réticulum sarcoplasmique pour libérer le [Ca*'].. C’est I’augmentation du [Ca®]; qui
provoque la contraction des CMLV. Le DAG, quant a lui, active la protéine kinase C
(PKC) qui phosphoryle de nombreuses protéines dont la protéine Gi (Katada, Gilman,
Watanabe, Bauer, et Jakobs, 1985; Tsuda et Alexander, 1990). De plus, la PKC peut
directement activer la kinase Raf de la voie des MAPK (Daum, Eisenmann-Tappe, Fries,

Troppmair, et Rapp, 1994).

3.4 Voie des MAP kinases

Les MAP kinases constituent une famille de protéines sérine/thréonine spécifiques
activées par des facteurs mitogéniques. Cette famille est divisée en trois voies. Il y a la voie
de ERK, la voie de JUNK et la voie de p38. Ces voies sont impliquées dans la croissance et
I’apoptose (Force et Bonventre, 1998; Mii, Khalil, Morgan, Ware, et Kent, 1996). La voie
de ERKI1/2 est particuliecrement connue pour son implication dans la prolifération
cellulaire, incluant la prolifération des CMLV. En effet, il est clairement établi que

I’activation de ERK1/2 joue un role dans I’augmentation du taux de prolifération des
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CMLYV en condition d’hypertension (Force et Bonventre, 1998). La voie de ERKI1/2
consiste en une cascade de phosphorylation (voir la figure 2). Cette cascade s’amorce
lorsqu’un agoniste se lie a son récepteur. L’activation du récepteur permet d’activer la
premiére MAP kinase Ras. Ras a son tour phosphoryle Raf qui active MEK. La cascade se
finie lorsque ERK1/2 est activé par MEK. ERK1/2 agit sur plusieurs substrats dont la
majorité se trouve étre des facteurs de transcription. Toutefois, ERK1/2 peut également
activer des protéines kinases et des phospholipases (Widmann, Gibson, Jarpe, et Johnson,
1999). Plusieurs stimuli peuvent activer ces cascades par exemple les peptides vasoactifs
tels I’angiotensine, les facteurs de croissance et les cytokines. L’augmentation de ces
facteurs contribuerait a I’activation de ERK1/2 en condition pathologique. De plus, Hashim
et al. ont prouvé que I’augmentation de la prolifération induite par I’Ang II est inhibée par
la présence de I’inhibiteur de MEK1 de la voie de ERK (PD98059) dans des cellules de
type A10 (Hashim, Li, et Anand-Srivastava, 2006). Dans le cas, des CMLV de rats SHR
qui ont un taux de production d’Ang II endogene plus élevé que les CMLV de WKY, le
taux de phosphorylation de ERK1/2 est également augmenté en comparaison aux CMLV
de SHR (Jing, Zhang, Wang, et Guo, 2006; Lappas, Daou, et Anand-Srivastava, 2005).
Ces résultats soulignent I’'importance de la voie de ERK1/2 dans la transduction des

signaux moléculaires de I’Ang II.
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Figure 2 : Schéma intégratif des voies de signalisation de I’ Angiotensine II
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3.5 La voie de 1a Phosphoinositide 3-kinase

Une autre voie activée par 1’Ang II est la voie des phosphoinositide 3-kinase
(PI3K). Les PI3K constituent une famille de lipides kinases importante dans la transduction
des signaux cellulaires. Elles sont impliquées dans la croissance, la prolifération, la
différenciation et la mobilité cellulaires. Il existe 3 classes de PI3K : la classe I, la classe 11
et la classe III. Cette classification est basée sur leur structure primaire, leur régulation et
leur substrat in vitro. La classe I est la forme prédominante du systéme vasculaire. Les
PI3K de classe I des protéines hétérodimériques composées d’une sous-unité catalytique
(pl110) et d’une sous-unité régulatrice (p85 ou pl01) (Leevers, Vanhaesebroeck, et
Waterfield, 1999). Cette classe est activée par les récepteurs tyrosines kinases et par les
RCPG. Les PI3Ks catalysent la formation de phosphatidylinositols (PtdIns) (3,4,5)P3, ce
qui conduit a I’activation de plusieurs protéines kinases dont la protéine AKT (également
appelée PKB) (Oudit et al., 2004). L’utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques ciblant la
PI3K par Seki et al. a permis de faire la démonstration que 1’augmentation de calcium
intracellulaire par I’Ang II dans les CMLV requiert I’activation de la PI3K (Seki,
Yokoshiki, Sunagawa, Nakamura, et Sperelakis, 1999). De plus, Vecchione et al. ont
montré que la délétion de la sous-unité pl110y dans des modeles de souris transgéniques
avait un effet protecteur contre I’hypertension induite par I’administration d’Ang II in vivo
(Vecchione et al., 2005). Ces études soulignent I’importance primordiale de la PI3K dans la

transduction des signaux moléculaires de 1’Ang II tant in vitro qu’in vivo.

3.6 La voie d’AKT

AKT également connue sous le nom de protéine kinase B a été identifié comme une
importante cible en aval de la PI3K dans la signalisation de I’Ang II des CMLV (Takahashi
et al., 1999). En effet, il a été prouvé qu’AKT est responsable de 1’activation des canaux
calciques impliqués dans la relache du calcium intracellulaire induite par I’Ang II (Seki,
Yokoshiki, Sunagawa, Nakamura, et Sperelakis, 1999). De plus, une étude montre

qu’AKT régule la synthése protéique en activant la p70 S6-kinase (p70°°%) (Eguchi et al.,
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1999). AKT inhibe I’apoptose et stimule la survie des CMLV en régulant également
I’expression de c-Myc et de Bcl-2 et en inhibant les caspases (Coffer, Jin, et Woodgett,
1998). Bien que le réle d’AKT dans la signalisation de 1’Ang II ne soit pas totalement
¢lucidé, ces études laissent croire qu’un déreglement de la balance entre 1’effet mitogénique
et leffet apoptotique d’AKT est un processus impliqué dans [’établissement de

I’hypertension.

4. Les peptides natriurétiques

La découverte des facteurs natriurétiques par De Bold (de Bold, Borenstein, Veress,
et Sonnenberg, 1981) fut une percée capitale qui ouvrit la voie a la recherche et au
développement de nouveaux médicaments contre I’hypertension. Son laboratoire montra
que des extraits salins d’atrium de rats provoquaient une réponse natriurétique et
hypotensive lorsqu’ils étaient injectés chez d’autres rats. D’autres groupes d’études
isoleérent par la suite un peptide de 28 aa qu’ils nommerent facteur natriurétique auriculaire,
ANF (maintenant connu comme 1’ANP) (Flynn, de Bold, et de Bold, 1983; Napier et al.,
1984). Aujourd’hui, nous savons que la famille des peptides natriurétiques comporte trois
membres : le peptide natriurétique auriculaire (ANP), le peptide natriurétique cérébral
(BNP) et le peptide natriurétique de type C (CNP) (Brenner, Ballermann, Gunning, et
Zeidel, 1990; Sudoh, Kangawa, Minamino, et Matsuo, 1988; Sudoh, Minamino, Kangawa,
et Matsuo, 1990). Le BNP et le CNP agissent comme des antagonistes de la vasopressine,
de I’endothéline et du systéme rénine-angiotensine-aldostérone. L’ANP régule diverses
fonctions biologiques, dont la pression sanguine, la sécrétion de progestérone ainsi que la
relache de rénine, de vasopressine et d’endothéline (Anand-Srivastava et Trachte, 1993).
Les peptides natriurétiques sont tous produits dans le cceur humain, ainsi que dans celui des
autres mammiferes (Levin, Gardner, et Samson, 1998; Yandle, 1994). Ils contiennent une
structure en forme de boucle composée par une séquence conservée d’une longueur de 17
aa : CFGXXXDRIXXXXGLGC (les X étant n’importe quel aa). Les deux résidus cystéines
créent le lien disulfide qui forme la boucle nécessaire a la reconnaissance du peptide
natriurétique par le récepteur (Misono, Grammer, Fukumi, et Inagami, 1984). Les peptides

natriurétiques sont relachés de maniére continue. Cependant, leur sécrétion est augmentée
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en réponse a des stimuli comme les peptides vasoactifs qui vont causer une augmentation
de la pression artérielle (Focaccio et al., 1993; Mantymaa, Leppaluoto, et Ruskoaho, 1990;
Veress, Milojevic, Yip, Flynn, et Sonnenberg, 1988). En effet, le taux de peptides
natriurétiques est augmenté en hypertension artérielle. Les peptides natriurétiques sont
métabolisés grace a leur internalisation par le récepteur NPR-C et par protéolyse par

I’endopeptidase neutre (Potter, Yoder, Flora, Antos, et Dickey, 2009).

4.1 Les récepteurs aux facteurs natriurétiques

Les peptides natriurétiques exercent leur effet par 1’intermédiaire de trois types de
récepteurs natriurétiques. Les récepteurs natriurétiques sont divisés en deux catégories,
ceux ayant une activité guanylate cyclase et ceux qui n’en ont pas (voir la figure 3). Les
récepteurs qui possédent une activité guanylate cyclase sont les récepteurs NPR-A et NPR-
B. Ils ont un poids approximatif de 120 kDa et possedent une homologie de 64 % entre eux.
NPR-A posséde une affinité pour ’ANP et le BNP. NPR-B est plus sélectif pour le CNP
(Chang et al., 1989; Chinkers et al., 1989). Les peptides natriurétiques qui lient les
récepteurs NPR-A et NPR-B stimulent 1’activité¢ de la cyclase guanylate, ce qui augmente
rapidement et de fagon soutenue la production des taux de cGMP intracellulaire entrainant
des nombreuses actions biologiques. Le cGMP agit sur plusieurs cibles moléculaires
comme certaines kinases, des phosphodiestérases et des canaux ioniques. Le cGMP active
la PKG, ce qui provoque I’inhibition de la PLC causant une diminution de I’IP; formé. La
baisse du taux d’IP; diminue entraine a son tour une diminution du Ca’" intracellulaire

provoquant une baisse de la contraction musculaire (Rapoport, 1986).
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Ligands ANP, BNP, CNP ANP, BNP CNP
récepteur NPR-C NPR-A NPR-B

Demaine de lialson

Membrane

Domalne de dimérlsation

Domaine guanylate cyclase

Figure 3: Structures des récepteurs natriurétiques. Figure inspirée de (Potter, Abbey-

Hosch, Dickey, 2006)
5. Le récepteur natriurétique de type C (NPR-C)

NPR-C est quant a lui dépourvu d’activité guanylate cyclase et lie les trois types de
peptides natriurétiques. Il a également une forte affinité pour I’analogue tronqué de forme
cyclique [des(Glu'®, Ser”, Glu®, Leu®', Gly**)ANP,4 »3-NH,], le C-ANP4.3 avec lequel il
interagit de maniere spécifique (Maack et al, 1987). Le domaine extracellulaire du
récepteur NPR-C est a 30 % homologue a ceux des récepteurs NPR-A et NPR-B (van den
Akker, 2001). Par contre, contrairement a ces récepteurs, il ne contient pas de domaine
guanylate cyclase et son domaine intracellulaire ne contient que 37 aa. Ce récepteur
posséde un domaine transmembranaire de 23 aa ainsi qu’un domaine extracellulaire de 440
aa (Fuller et al., 1988). Le récepteur NPR-C existe sous forme de monomeére de 66 kDa et
de dimére de 133 kDa (Leitman et al., 1986). Deux différents ADN complémentaires ont
été identifiés codant pour NPR-C par Nunez et al. en 1992 dans les veines ombilicales
humaines (Nunez, Dickson, et Brown, 1992). Kato et al. ont apporté des indices

supplémentaires quant a 1’existence deux sous-types de récepteurs NPR-C vasculaires de
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60 et 70 kDa (Kato, Lanier-Smith, et Currie, 1991). Des études provenant du groupe de
recherche Trachte et al. ont aussi supporté l’existence de deux sous-types différents
(Trachte, Kanwal, Elmquist, et Ziegler, 1995). De plus, I’é¢tude de I’interaction entre les
peptides CNP et BNP avec le récepteur NPR-C suggerent qu’il y aurait deux sous-types de
NPR-C. Tous deux seraient couplés a I’inhibition de 1’adénylate cyclase (Savoie, de
Champlain, et Anand-Srivastava, 1995; Trachte, Kanwal, Elmquist, et Ziegler, 1995). Des
¢tudes plus récentes ont prouvé que 1’existence de deux différents sous-types de récepteur
NPR-C de 67 et de 77 kDa. Le sous-type de 77 kDa est impliquée dans la clairance des
facteurs natriurétiques (Woodard, Zhao, Rosado, et Brown, 2004). Il posséde un faible
affinité pour le CNP contrairement au sous-type de 67 kDa qui posseéde une forte affinité
pour le CNP (Chen et Burnett, 1998). Ce dernier est couplé a I’inhibition de I’AC par
I’intermédiaire de la protéine Gi, ’activation de la PLC (Anand-Srivastava, Sairam, et
Cantin, 1990; Anand-Srivastava, Srivastava, et Cantin, 1987; Hirata, Chang, et Murad,
1989).

5.1 Distribution du récepteur NPR-C

NPR-C est distribué dans de nombreuses cellules et dans plusieurs tissus,
notamment les CMLYV, les plaquettes, les glomérules, la glande surrénale, le cortex
cérébral, les fibres de Purkinje du systtme de conduction cardiaque (Anand-Srivastava,
2005). Des études récentes prouvent qu’il est également distribu¢ dans les cellules
ganglionnaire de la rétine (Xu, Tian, Zhong, et Yang, 2010) et dans les cellules amacrines
cholinergiques et dopaminergiques de la rétine chez les rats (Abdelalim et Tooyama, 2010).
Dans la plus part des tissus la densité du récepteur NPR-C est plus importante que celle des
récepteurs NPR-A/B. Par exemple, dans les cellules endothéliales le ratio de récepteurs

NPR-C constitue 94% des récepteurs a I’ANP (Leitman et al., 1986).
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5.2 Signalisation du récepteur NPR-C

Le récepteur NPR-C a tout d’abord été identifié comme récepteur de clairance des
peptides natriurétiques. Toutefois, il est maintenant prouvé que NPR-C est couplé a
I’inhibition de I’AC (Anand-Srivastava et Trachte, 1993; Tseng et al., 1990). En effet,
Anand-Srivastava et al. en ont fait la démonstration par leur étude de 1’effet d’ANP sur
I’activité de I’adénylate cyclase dans des myocytes ventriculaires et auriculaires de cceurs
de rats nouveau-nés. Ils ont montrés que I’ANP inhibait de manie¢re dose-dépendante
I’activité de I’AC. De plus, ’ANP inhiba I’effet activateur de I’isoprotérénol et de la
forskoline (Anand-Srivastava et Cantin, 1986). Par la suite, la preuve de I’implication de la
protéine Gi dans I’inhibition de I’AC par I’ANP fut apportée par I’utilisation de la toxine
pertussis qui catalyse I’ADP ribolysation de la protéine Gi, ce qui empéche celle-ci
d’échanger son GTP li¢ pour un GDP et ainsi d’inhiber I’AC. Anand-Srivastava et al.
montrérent, en 1987, que la toxine pertussis atténue I’inhibition de I’AC par différentes
doses d’ANP (Anand-Srivastava, Srivastava, et Cantin, 1987). Ces résultats appuycrent
fortement I"hypothése qu'un récepteur a I’ANP est couplé a la voie de I’AC par la protéine
Gi. Ce fut I’utilisation de 1’agoniste sélectif C-ANP4.,3 (Maack et al., 1987) qui prouva que
c’était le récepteur NPR-C. En effet, ’activation du récepteur NPR-C par C-ANP,;
provoque I’inhibition de I’adénylate cyclase (AC) par la voie de la protéine G inhibitrice
(Gi) ce qui a pour effet d’inhiber la production AMP, (Anand-Srivastava, Gutkowska, et
Cantin, 1991). De plus, I’analyse du domaine cytoplasmique du récepteur NPR-C résulta en
I’identification de séquences activatrices de la protéine Gi (Murthy et Makhlouf, 1999;
Pagano et Anand-Srivastava, 2001). Pagano et al. identifierent quatre régions du domaine
cytoplasmique ayant des similarités avec les séquences d’activation de la protéine Gi
trouvées chez le récepteur au facteur de croissance apparenté a I’insuline (IGFR) (Pagano
et Anand-Srivastava, 2001). Les séquences peptiques correspondant a ces régions ont été
synthétisées. Les peptides contenant les séquences d’activation ont inhibé 1’activité¢ de
I’AC, alors qu’aucuns peptides ayant une séquence d’activation incompléte n’a inhibé
I’activité de I’AC. Ces résultats prouvent que la région cytoplasmique de 37 aa du récepteur

NPR-C contient des séquences activatrices fonctionnelles de la protéine Gi qui sont
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responsables de I’inhibition de I’AC. En plus, d’inhiber I’AC, NPR-C active é¢galement la
voie de la PLC. En 1989, Murad et al. ont apporté les premicres évidences montrant que
NPR-C active I’isoforme B de la PLC par I’activation d’une protéine G (Hirata, Chang, et
Murad, 1989). L’ANP augmenta la formation d’inositol phosphate et P’activit¢ de la
GTPase dans des homogénats de cellules aortiques du muscle lisse de culture bovine.
Puisqu’il était déja prouvé que NPR-C est couplé a la protéine Gi, il fut suggérer que NPR-
C était couplé a la voie de la PLC par I'intermédiaire de la protéine Gi. Murthy et
Makhlouf en firent la démonstration en 1999 lorsqu’ils testérent I’effet de différents
peptides correspondant a des séquences activatrices de Gi du domaine cytoplasmique du
récepteur NPR-C sur I’activité de la PLC-f. Ces peptides inhibérent la formation d’IPs, un
indicateur de I’activité¢ de la PLC- dans des membranes de muscle lisse et dans les cellules
du muscle lisse de tenia coli (Murthy et Makhlouf, 1999). Toutefois, les mécanismes
impliqués restaient encore inconnus. Hirata et al. ont montré en 1989 qu’un analogue de
peptide auriculaire tronqué a la région cytosolique liant spécifiquement le récepteur NPR-
C, ’ANP3.123 stimulait le renouvellement de PI en présence de nucléotides guanines dans
les homogénats de cellules de muscle lisse d’aorte bovine (Hirata, Chang, et Murad, 1989).
Par la suite Abdel-Latif suggéra, en 2001, que le cAMP et le cGMP régulait le
renouvellement du phosphatidylinositol (PI) (Abdel-Latif, 2001). Face aux résultats de ces
¢tudes, Mouawad et al. suggérérent, en 2004 que le récepteur NPR-C activait la
signalisation liée a la PLC en régulant a la baisse le taux de cAMP (Mouawad, Li, et
Anand-Srivastava, 2004). Ils montrérent que le fragment C-ANP4.,3 stimule 1’activité de la
PLC (par la formation d’IP;) de maniére dose et temps-dépendante et que le traitement des
cellules a la toxine pertussis aboli totalement la stimulation d’IP; par le C-ANP4.,3. Par
leurs observations, Mouawad et al. apportérent les premieres évidences que le récepteur
NPR-C active la signalisation liée a la PLC en diminuant le taux de cAMP (Mouawad, Li,
et Anand-Srivastava, 2004). Leurs résultats furent appuyés par ’ablation du récepteur
NPR-C, dans des cellules A10, réalisée par utilisation d’oligonucléotides antisens du
récepteur NPR-C ce qui atténua I’inhibition de I’AC sans affecter la stimulation de I’AC

régulée par le récepteur B-adrénergique (Palaparti, Li, et Anand-Srivastava, 2000).
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Figure 4: Signalisation du récepteur NPR-C

5.3 Roéle physiologique de NPR-C

Bien que Maack et al. (Maack et al., 1987) est tout d’abord été identifi¢ NPR-C
comme un récepteur biologiquement silencieux, plusieurs recherches ont rapporté des roles
physiologiques associés a ce récepteur. L’établissement d’une lignée dont le géne NPR-C
est invalidé chez la souris apporta plusieurs éléments de réponse (Matsukawa et al., 1999).
Des malformations squelettiques profondes chez les souris NPR-C—/— démontrent que
NPR-C joue un réle important dans la formation osseuse. Anand-Srivastava et al. ont quant
a eux prouvé que I’activation de NPR-C par C-ANP4,; inhibait la sécrétion de
progestérone dans les cellules de tumeur de Leydig (Anand-Srivastava, Sairam, et Cantin,
1990). D’autres études montrent que I’ANP en se liant 8 NPR-C inhibe la prolifération
astrogliale chez les rats (Levin et Frank, 1991; Nussenzveig, Lewicki, et Maack, 1990).
NPR-C inhibe également la prolifération des CMLV et des cellules endothéliales (Cahill et
Hassid, 1991; Itoh, Pratt, Ohno, et Dzau, 1992). Des études suggerent que I’ANP inhibe la
relaiche de [D’adrénaline dans les canaux déférents de lapin et les cellules
phéochromocytomes (PC12) traitées au facteur de croissance nerveux (NGF) (Drewett,

Trachte, et Marchand, 1989; Drewett, Ziegler, Marchand, et Trachte, 1989). Kanwal et al.
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ont rapporté que I’activation du récepteur NPR-C par un fragment de 15 aa correspondant a
la région cytosolique juxtamembranaire de NPR-C diminue I’afflux de dopamine dans les
cellules phéochromocytomes (PC12) (Kanwal, Lowe, et Trachte, 1999). Mises ensembles
ces deux études suggerent que le récepteur NPR-C joue un rdle régulateur des effets
neuromodulateurs des peptides natriurétiques. Dans le systéme gastrique, NPR-C joue
¢galement un role au niveau de la sécrétion de la bile par le foie. Sabbatini et al. ont prouvé
que I’action inhibitrice du CNP sur la régulation de la sécrétion de bile était relayée par le
récepteur NPR-C (Sabbatini et al., 2003). L’utilisation du C-ANP4.,3, ’agoniste sélectif de
NPR-C diminua la sécrétion de la bile autant que son administration combinée au CNP

suggérant ainsi un role prépondérant du récepteur NPR-C au niveau du foie.

5.4 Régulation du récepteur NPR-C en condition pathologique

Le récepteur NPR-C peut étre positivement ou négativement régulés dans les
pathologiques associées a une augmentation des taux plasmiques d’ANP (Anand-
Srivastava et Trachte, 1993). Par exemple, ’ARNm du récepteur NPR-C est régulé a la
baisse dans ’aorte de rats SHR prédisposés aux accidents vasculaires (stroke-prone SHR,
SHR-SP). De plus, le traitement des rats SHR-SP avec un antagoniste du récepteur AT1, le
TCV-116 renverse la régulation a la baisse de I’ARNm de NPR-C (Yoshimoto et al., 1996).
Cette étude suggere que la régulation a la baisse de ’ARNm du récepteur NPR-C est
régulée par des mécanismes moléculaires impliquant 1’Ang II. Similairement, une
régulation de NPR-C a la baisse fut observée dans les aortes de rats hypertendus DOCA-
Salt (Naruse, Yoshimoto, Tanabe, et Naruse, 1998). De plus, NPR-C est régulé a la baisse
dans les poumons et le cortex rénal des rats hypertendus DOCA-Salt alors que le taux de
ANP est augment¢ (Liu LM, et Yoshimi T., 1995). Ces études suggerent que
I’augmentation de I’ANP plasmique pourrait étre responsable de la régulation a la baisse du
récepteur NPR-C en condition pathologique au niveau vasculaire. Par contre, aucune étude
n’a été faite afin de déterminer si NPR-C est régulé a la baisse dans les CMLV de SHR.
Néanmoins, Anand-Srivastava a démontré que dans des CMLV de type A10 traitées C-
ANP43, le récepteur NPR-C/systtme AC/AMP protéine Gi était négativement régulé
(Anand-Srivastava, 2000). De plus, en présence d’Ang II, C-ANP4.,3 régule positivement le
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récepteur NPR-C/systtme AC/AMP protéine Gi indiquant que ’activation du récepteur
NPR-C antagonister les effets physiologiques de 1’Ang II sur la pression artérielle (Anand-
Srivastava, 2000). En effet, Hobbs et al. montrérent en 2004 que ’activation du récepteur
NPR-C par le C-ANP4.,3 et le CNP induisaient une baisse de pression de perfusion
coronaire et diminuaient significativement la taille de I’infarctus dans les cceurs isolés de
Langendorff (Hobbs, Foster, Prescott, Scotland, et Ahluwalia, 2004). Ces résultats
suggerent que 1’activation de NPR-C peut diminuer la pression artérielle. En 2007, le méme
groupe expérimenta 1’effet d’antagonistes de NPR-C sur I’activité vasodilatatrice de CNP
dans les artéres de résistances mésentériques de rats. L’antagoniste M372049 inhiba de
maniére dose dépendante 1’effet vasorelaxant du peptide CNP (Villar et al., 2007). Ces
¢tudes laissent penser que CNP/NPR-C joue un role majeur dans la régulation de la
pression artérielle. De plus, les auteurs suggerent qu’il faudrait d’autres études afin
d’¢lucider le role de la signalisation CNP/NPR-C dans la régulation de la pression artérielle

puisque selon eux celle-ci y joue un role fondamentale.

5.5 Le récepteur NPR-C et le remodelage vasculaire

Prins et al. ont montré en 1996 que 1I’ANP, mais ¢galement le fragment C-ANP,.»3
jouent un role anti-mitogénique dans les astrocytes (Levin et Frank, 1991). Ils ont par la
suite montré que ’ANP et le C-ANP4.3 inhibait I’activité et la phosphorylation de la
MAPK induite par les agents mitogéniques ET-3, PDGF et le phorbol 12-myristate 13-
acetate (PMA) (Prins et al., 1996). IIs ont aussi prouvé que 1’inhibition de la voie de MAPK
est due a I’inhibition de la MAP kinase MEK. Puisque 1’action inhibitrice du fragment C-
ANP4.3 s’est démontré étre équivalente a celle de I’ANP, cette étude suggere fortement que
I’action anti-mitogénique de I’ANP est relayée par le récepteur NPR-C. L’ANP a
¢galement des effets anti-prolifératifs dans plusieurs tissus dont les cellules endothéliales,
les fibroblastes cardiaques et les cellules du muscle lisse vasculaire (Cao et Gardner, 1995;
Morishita et al., 1994; Suhasini, Li, Lohmann, Boss, et Pilz, 1998). De plus, plusieurs
¢tudes prouvent que I’ANP peut également inhiber 1’hypertrophie des myocytes cardiaques
(Calderone, Thaik, Takahashi, Chang, et Colucci, 1998; Horio et al., 2000; Silberbach et
al., 1999).
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Hashim et al. ont précédemment montré que 1’activation du récepteur NPR-C par C-
ANP4,3 permet de réduire 1’augmentation de la prolifération induite par les peptides
vasoactifs (Ang II, ET-1 et AVP) (Hashim, Li, et Anand-Srivastava, 2006). En effet, la
mesure de la synthése d’ADN déterminée par incorporation de thymidine radioactive
montra que I’augmentation de la synthése d’ADN induite par les peptides vasoactifs est
atténue par la présence de C-ANP4,3. De plus, ’augmentation de la synthése d’ADN
causée par les peptides vasoactifs fut inhibée par I’inhibiteur de MEK de la voie des
MAPK, le PD-98059 et I’inhibiteur de la voie de la PI3K, le wortmannin. Cette inhibition
fut potentialisée par un fragment peptidique de 12 aa correspondant a la région
cytoplasmique du récepteur NPR-C incluant une séquence activatrice compléte de Gi (K**'-
H*"), le peptide 1 suggérant que le récepteur NPR-C diminue la prolifération en régulant la
voie des MAPK et la voie de la PI3K. Afin de confirmer cette hypothese, 1’effet du peptide
1 sur les taux de phosphorylation des protéines ERK1/2 et AKT ainsi que sur I’expression
proté¢ique de Gi fut étudié. La présence de ce peptide inhiba 1’augmentation de la
phosphorylation d’ERK1/2 et d’AKT et de I’expression de la protéine Gi induite par les
peptides vasoactifs. Ces résultats suggerent que I’activation du récepteur NPR-C inhibe la
prolifération induite par les peptides vasoactifs par I’intermédiaire de I’inhibition de la
protéine Gi et des voies MAPK/PI3K/AKT (Hashim, Li, et Anand-Srivastava, 2006). Il
reste cependant a déterminer si 1’activation du récepteur NPR-C peut diminuer la
prolifération des CMLV en condition pathologique, c’est-a-dire dans les CMLV de rats
SHR et le cas échéant, déterminer par quelles voies signalétiques. Toutefois, la littérature
suggere que l’activation du récepteur NPR-C pourrait étre bénéfique pour contrecarrer

I’augmentation de la prolifération lors du remodelage vasculaire.

Lorsqu’une artere subit du remodelage vasculaire, I’augmentation de la prolifération
des CMLV n’en ait pas la seule cause. L’hypertrophie des CMLV est également une cause
de remodelage vasculaire. Li et al. ont montré de fagon similaire que [’activation du
récepteur NPR-C inhibait I’hypertrophie vasculaire induite par les peptides vasoactifs des
cellules A10 (Li, Hashim, et Anand-Srivastava, 2006). La mesure de la synthése protéique

déterminée par le taux d’incorporation de leucine radioactive montra que ’activation du
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récepteur NPR-C par C-ANP,.»3 inhibe I’augmentation de la synthése protéique induite par
les peptides vasoactifs. L’augmentation de la synthése protéique fut inhibée par la présence
de PD-98059 et du wortmannin, la présence du peptide 1 potentialisa cette inhibition. De
plus, le peptide 1 atténua I’augmentation de I’expression de la protéine Gq et des taux de
phosphorylation d’ERK1/2 et d’AKT induite par les peptides vasoactifs. Cette étude
apporta ainsi les évidences que NPR-C atténue la synthése protéique induite par les
peptides vasoactifs par 1’intermédiaire de la régulation de 1’expression de la protéine Gq et
des voies signalétiques MAPK/P13K/AKT.Les actions anti-prolifératives et anti-
hypertrophiques discutées dans ces articles portent a croire que I’investigation de nouvelles

thérapies ciblant le récepteur NPR-C pourraient étre ce démontrer fructueuses et trés utile.

6. Le cycle cellulaire

La prolifération est sous le contréle du cycle cellulaire qui se définit comme
I’ensemble des phases par lequel une cellule se divise pour donner deux cellules-filles. 1l
contribue au développement de 1’organisme, a la réparation des dommages a I’ADN, a la
régénération tissulaire, a la croissance et la prolifération cellulaire. Il est principalement
divisé en deux événements majeurs : I’interphase et la mitose. L’interphase est I’intervalle
entre la fin d’une division et le début d’une autre. Pendant I’interphase, il y a réplication de
I’ADN et croissance cellulaire. Cette phase est la succession de trois différentes phases Gj,
S et G,. La phase G est une phase de croissance pour la cellule en vue de la réplication de
I’ADN qui a lieu a la phase S. (Les différentes phases du cycle cellulaire sont illustrées a la

figure 5.)

Situé a la fin de la phase G, le point de restriction est le point d’entrée irréversible
en prolifération. Il empéche la division lorsque, par exemple I’ADN est endommagé
(Pardee, 1974). La progression du cycle cellulaire vers la phase S se fait uniquement
lorsque les dommages a ’ADN ont ét¢ réparés. Si les dommages a I’ADN sont
irréversibles la cellule retournera en phase Go/G;. La phase S est suivie d’une phase de
croissance et de préparation a la division : la phase G,. Cette phase permet de vérifier

encore une fois I'intégrité moléculaire de la cellule avant de procéd¢ a la mitose. La mitose
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(phase M) termine le cycle cellulaire par la division de la cellule en deux cellules-filles.
Une fois sa division terminée, la cellule peut commencer un autre cycle ou entrer dans une
phase de quiescence, appelée Gy. Cette phase ne fait pas partie intégrante du cycle
cellulaire, mais une cellule dans cette phase peut réintégrer le cycle cellulaire suite a

différents stimulus.

(Grimeo )

Figure 5: Les phases du cycle cellulaire et les complexes qui les régulent
6.1 Les protéines impliquées dans le contréle du cycle cellulaire

Le cycle cellulaire est sous le controle d’un nombre important de protéines.
L’expression de ces protéines est régulée de fagon trés transitoire et dans un ordre tres
précis. La progression du cycle cellulaire est assurée la phosphorylation et

déphosphorylation des kinases cyclines-dépendantes (cdk) permettant 1’activation
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réversible de ces protéines (Nurse, 1996). Ce jeu subtil d’activation et inactivation est
assuré par l’association des cdks a une cycline correspondante. La synthése et la
dégradation des différentes cyclines permettent leur expression seulement a des moments
précis du cycle cellulaire (Glotzer, Murray, et Kirschner, 1991). Elles dictent I’affinité des
cdks a leur substrat activant ainsi les événements spécifiques a chaque étape du cycle
cellulaire (voir la figure 5). L’activité des complexes cdk/cycline est également régulée par
deux familles d’inhibiteurs dépendants des cyclines, les CKI. Les membres de la famille
des Ink4 inhibent la formation des complexes avec les kinases cdk4 et cdk6. Quant & ceux
de la famille Cip/Kip, ils inhibent les complexes cdk/cycline retardant ainsi la progression
du cycle cellulaire (Sherr et Roberts, 1999). De plus, la localisation au noyau ou au
cytoplasme d’une cycline est un controle supplémentaire utilisé par la cellule afin de
réguler précisément la progression du cycle cellulaire (Gladden et Diehl, 2005; Porter et

Donoghue, 2003).

6.2 Entrée en G,

Une cellule passe de la phase Gy vers la phase G; sous I’influence de stimuli
extracellulaires. L’entrée en phase G; peut étre induite des facteurs mitogéniques ou encore
par des facteurs de croissance. Les facteurs de croissance peuvent induire une entrée en
prolifération en liant leur récepteur spécifique. Ceci a pour effet d’activer la voie des MAP
kinases. Une fois activée, cette voie active le facteur de transcription myc qui promeut la
transcription du geéne de la cycline D. Il est admis que les cyclines D couplent la

signalisation extracellulaire a la machinerie du cycle cellulaire (Sherr, 1993).

6.3 Transition G;-S

Pour passer en phase S et de ce fait entamer la division de facon irréversible, les
cellules doivent passer le point de restriction. Pour ce faire, I’assemblage des complexes
cdk/cyclines est critique. Dans un premier temps, la cycline de type D (cycline D1, D2 ou
D3) forme un complexe avec cdk4 ou cdk6. Ce complexe a pour but principal de

phosphoryler la protéine du rétinoblastome (Rb) (Matsushime et al., 1994). Lorsque la
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protéine Rb est sous sa forme hypophosphorylée, elle bloque la progression du cycle
cellulaire en s’associant au facteur d’¢longation 2 (E2F). La phosphorylation de Rb permet
la relache de E2F et par le fait méme la transcription coordonnée de plusieurs génes dont
I’activité est requise pour la phase S dont notamment les génes de la cycline A, de la
cycline E et des sous-unités de I’ADN polymérase (Sun, Bagella, Tutton, Romano, et
Giordano, 2007). Donc, le complexe cdk4/cycline D phosphoryle la protéine Rb initiant
ainsi ’activation partielle de la transcription des geénes de la phase S. L’activité¢ du
complexe cdk4/cycline D entraine également I’activation du complexe cdk2/cycline E. Ce
dernier méne a I’activation compléte de E2F en phosphorylant a son tour la protéine Rb. A
cette étape la protéine Rb est complétement phosphorylée, ce qui permet 1’activation
compléte des génes de la phase S (Buchkovich, Duffy, et Harlow, 1989; Chen, Scully,
Shew, Wang, et Lee, 1989; Genovese, Trani, Caputi, et Claudio, 2006). La prolifération
est alors irrémédiablement amorcée. La figure 6 illustre clairement les étapes nécessaires a
la transition de la phase G; a la phase S.

pl5, pl6
p21, p27 p21,p27

Cycline D Cycline E
fedia 7

= B afposoo

Transcription des génes

5P~ delaphase$
(P) e la phase

Phase G, S

Figure 6 : Transition de la phase G1 a la phase S du cycle cellulaire
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6.4 Progression du cycle cellulaire

Les différents complexes cdk/cyclines sont essentiels au déroulement des autres
phases. En effet, les complexes spécifiques (cycline A/cdk2) a la phase S phosphorylent
des substrats qui participent a la réplication de ’ADN. De méme manicre lorsque la
réplication de ’ADN est terminée, d’autres complexes (cdkl/cycline A ou B) initient et
régulent les différents événements de la mitose. La phosphorylation de substrats conduisant
a la phase M assure la transition G,/M. La protéine Rb reste hyperphsophorylée pendant les
phases S, G, et M. Toutefois, lorsque le cycle est terminé elle est déphosphorylée

(Buchkovich, Dufty, et Harlow, 1989; Chen, Scully, Shew, Wang, et Lee, 1989).

6.5 Les voies signalétiques qui controlent le cycle cellulaire

L’activation de la voie signalétique de 1’Ang II est impliquée dans la prolifération. Les
mécanismes moléculaires impliqués sont la stimulation de la phospholipase C et la
phosphorylation de plusieurs sérine/thréonine et tyrosine kinases. L’activation des ces
protéines résulte en 1’activation des voies de la MAPK, les voies des JAK/STAT, de la voie
de la PI3K/AKT ce qui active finalement les facteurs de transcription c-Fos, C-Jun et c-

Myc (Seta, Nanamori, Modrall, Neubig, et Sadoshima, 2002; Touyz et Schiffrin, 2000).

Les premicres évidences suggérant que la signalisation moléculaire de la voie de
ERK1/2 des MAPK ¢était cruciale dans le controle de la prolifération cellulaire proviennent
de ’observation que ces kinases sont fortement et rapidement phosphorylées en réponse a
des stimuli d’origine mitogénique (Cooper, Sefton, et Hunter, 1984; Nakamura, Martinez,
et Weber, 1983). Par la suite, d’autres études identifiérent un autre pic de phosphorylation
plus faible, mais dont I’activité est soutenue tout au long de la phase G; (Kahan, Seuwen,
Meloche, et Pouyssegur, 1992; Meloche, 1995; Meloche, Seuwen, Pages, et Pouyssegur,
1992). De plus, ces études mirent en évidence une corrélation entre 1’habilité des facteurs
extracellulaires a induire 1’activation soutenue de ERK1/2 et la synthése d’ADN. Par la
suite, en 1997, Peeper et al. montrérent que 1’activation de la signalisation liée a la kinase
Ras était essentielle pour que les cellules en quiescence amorcent leur entrée dans le cycle

cellulaire et a leur passage a travers la phase G; (Peeper et al., 1997). Une étude plus
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récente, effectuée par Yamamoto et al. et analysant systématiquement 1’effet de la durée de
I’activité de ERK1/2, confirma 1’étude de Peeper et al. a I’effet activité de ERK1/2 est
nécessaire a D’entrée en phase S (Yamamoto et al., 2006). L’expression de Ras s’est
démontrée €tre suffisante a I’accumulation de la cycline D1 dans différents types cellulaires
(Albanese et al., 1995; Arber et al., 1996; Filmus et al., 1994; Liu et al., 1995). De plus,
Cheng et al. ont montré que 1’activation de MEK1, en plus de favoriser 1’accumulation de
cyclines D, favorise I’assemblage du complexe cycline D1/cdk4 dans les fibroblastes
(Cheng, Sexl, Sherr, et Roussel, 1998). Toutefois, les détails mécanistiques ne sont pas
encore €lucider. D’autre part, ERK1/2 stimule la progression du cycle cellulaire en
activant d’autres voie signalétique. Sears et al. ont montré que 1’activation de ERK1/2
augmentait remarquablement la stabilité de c-Myc (Sears et al., 2000). c-Myc est un proto-
oncogéne surexprimé dans de nombreux cas de cancer et qui a une grande influence sur la
prolifération (Grandori, Cowley, James, et Eisenman, 2000; Patel, Loboda, Showe, Showe,
et McMahon, 2004). En effet, son expression est fortement corrélée a la croissance
cellulaire. La protéine c-Myc est absente chez les cellules quiescente, mais son expression
est induite par la présence de facteurs de croissance (Spencer et Groudine, 1991). c-Myc
active entre autre la transcription les génes codant pour de la cycline D, de cdk4, de la
cycline E et des facteurs de transcription E2F (Grandori, Cowley, James, et Eisenman,
2000). En 2001, Sears et al. ont rapporté que Ras controle I’accumulation de c-Myc en
stabilisant la phosphorylation de la sérine 62 de c-Myc, alors que la phosphorylation du
résidu Thr58 par la glycogene-synthase kinase-3 (GSK3) est nécessaire a sa dégradation
(Sears et al., 2000). De plus, leur étude montre que la régulation de la phosphorylation de
ces sites peut étre contrdlée par les effecteurs en amont de Ras, c¢’est-a-dire par la kinase
Raf et la voie de la PI3K/AKT. En effet, la voie de la PI3K/AKT est également tres
importante dans la progression du cycle cellulaire. Des études ont clairement établi que
I’activation de la PI3K régulait positivement la progression de la phase G1 et la réentrée
dans le cycle cellulaire (Jones et Kazlauskas, 2001; Kumar, Marques, et Carrera, 2006). La
voie PI3K/AKT inactive les CKI p27 et p21 (Liang et Slingerland, 2003). Puisque p21 et
p27 ont le role d’inhiber la progression du cycle cellulaire, leur inactivation par AKT

diminue la durée de la transition G1 vers S.
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6.6 Controle du cycle cellulaire et Hypertension

Chez un individu sain, le potentiel de prolifération des cellules du muscle lisse
vasculaire est presque nul. Les cellules qui ne cyclent pas se trouvent dans une phase
appelée Gy, phase durant laquelle les cellules sont dites en quiescence. Le facteur de
transcription E2F est maintenu inactif par la protéine Rb. Toutefois, I’hypertension est
associée a une augmentation de la prolifération des CMLV (Intengan et Schiffrin, 2001).
Tanner et al. ont prouvé en 2003 que la progression de la phase G; des CMLV de SHR est
plus rapide que celles des WKY (Tanner, Greutert, Barandier, Frischknecht, et Luscher,
2003). C’est donc dire que 1’augmentation de la prolifération des CMLV de rats SHR est
due a une transition plus rapide de la phase G; vers la phase S. Des études démontrent que
I’expression de certaines protéines de la phase Gj, la cycline D1, cdk2 et la cycline E, la
cycline A est accrue en condition pathologique (Lee, Kim, et Moon, 2009; Tanner,
Greutert, Barandier, Frischknecht, et Luscher, 2003). Plusieurs facteurs pourraient
expliquer la surexpression des composantes de la phase Gj. Il est en effet démontré que
I’angiotensine méne a une surexpression de la cycline D1 et de cdk2 dans les CMLV
(Braun-Dullaeus, Mann, Ziegler, von der Leyen, et Dzau, 1999). Kubo et al. suggérent que
la production endogéne d’Ang II régule la progression de la phase G1 a la phase S en
augmentant 1’activité de cdk2. Ils ont montré que 1’activité de la kinase cdk?2 est plus élevée
dans les CMLV de SHR dont la production d’Ang II est augmentée en comparaison aux
CMLV de WKY. De plus, leur étude montre que 1I’augmentation de 1’activité de cdk2
pouvait étre atténuée par un antagoniste du récepteur AT, le CV11974 (Kubo et al., 2000).
Des recherches supplémentaires seront nécessaires afin de déterminer I’implication d’autres
voies signalétiques telles les voies des facteurs de croissances, de 1’endothéline et des
especes réactives oxygénées. Cependant, il est établi que I’activation du récepteur NPR-C
conduit a une inhibition de la prolifération, il semble particuliérement intéressant d’étudier
son effet sur les composantes du cycle cellulaire. De plus, il est prouvé que I’ANP empéche
la transition de la phase Gl a S du cycle cellulaire dans les astrocytes en inhibant
I’expression des composantes du cycle cellulaire (Pedram, Razandi, Hu, et Levin, 1998).

Ces résultats suggerent que ’activation de NPR-C dans les CMLV de SHR diminue la
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prolifération en inhibant les composantes de la phase G; du cycle cellulaire puisqu’il s’agit

des composantes qui promeuvent la transition G; vers S.
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7. Hypothése et Objectifs

L’augmentation de la prolifération des CMLV est un processus impliqué dans
plusieurs maladies cardiovasculaires dont I’hypertension. Nous avons précédemment
montré dans une étude in vitro que 1’activation du récepteur NPR-C par C-ANP4.,3 diminue
la prolifération induite par les peptides vasoactifs. Dans cette présente étude nous voulons
déterminer si l'activation de NPR-C inhibe la prolifération des CMVL provenant de rats
SHR. De plus, des études montrent que 1’expression des composantes de la phase G; du
cycle cellulaire est augmentée dans les CLMV de SHR. Nous voulons donc également
déterminer 1’implication des composantes dans 1’augmentation de la prolifération des
CMLV de SHR comparativement a celles des WKY et ’effet de 1’activation du récepteur

NPR-C sur leur expression.

Nous allons aussi déterminer l'implication des voies signalétiques responsables de
I’effet antiprolifératif du fragment C-ANP4,3 dans la régulation des composantes de la
phase G1 du cycle cellulaire. Tout d’abord, il est prouvé que I’activation du récepteur
NPR-C par C-ANP,.,3 diminue 1’augmentation de la prolifération induite par I’Ang II via la
régulation de I’expression de la protéine Gi. Nous voulons donc déterminer si NPR-C
module I’expression des composantes du cycle cellulaire via la diminution de 1’expression
de la protéine Gi. Dans un deuxieéme temps, il est prouvé que le C-ANP4,3 inhibe
I’augmentation de la phosphorylation de ERK et d’AKT induite par les peptides vasoactifs
dans les cellules de type A10. Nous voulons déterminer, I’effet du C-ANP4,3 sur les taux
de phosphorylation des protéines ERK1/2 et AKT dans les CMLV de SHR et I’implication
de ces voies dans la régulation de I’expression des composantes de la phase G; par le

récepteur NPR-C.

Finalement, nous nous intéressons au role de 1’angiotensine endogene puisque des
¢tudes rapportent que 1’angiotensine II (Ang II) endogene joue un role dans la prolifération
des CMLV. De plus, il est également prouvé que I’Ang II augmente 1’expression des

certaines protéines de la phase G; du cycle cellulaire. Cette présente étude vise donc
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¢galement a déterminer le role de I’ Ang II endogéne dans la surexpression des composantes

du cycle cellulaire.
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Figure 7 : Schéma illustratif des objectifs
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The present study was undertaken
to investigate if C-ANP 4,3, a specific agonist
of natriuretic peptide receptor-C (NPR-C)
that was shown to inhibit the vasoactive
peptide-induced  hyperproliferation  of
vascular smooth muscle cells (VSMC) could
also attenuate the enhanced proliferation of
aortic VSMC from SHR and to further
explore the underlying mechanisms
responsible for this response. Aortic VSMC
from SHR exhibited enhanced proliferation
as compared to VSMC from WKY as
determined by [3H]thymidine incorporation
and was attenuated by C-ANP,,; in a
concentration-dependent manner. The
maximal inhibition (35%) was observed at a
concentration of 10’M of C-ANP,,;.
Furthermore the expression of cyclin D1,
cyclin-dependent kinase 2 (cdk2) and
phosphorylated retinoblastoma protein
(pRb) was significantly enhanced in VSMC
from SHR compared to WKY and was
attenuated by C-ANP,,;. In addition, the
inhibitors of cdkd4/cyclin D1 (NSC 625987)
and cdk2 (NU2058) also attenuated the
enhanced proliferation of VSMC from SHR
in a concentration-dependent manner.
VSMC from SHR also exhibited an
enhanced phosphorylation of ERK1/2 and
AKT as compared to WKY which was
attenuated by C-ANP,,;. Furthermore, the
enhanced expression of cyclin D1, cdk2 and
pRb in VSMC from SHR was also
attenuated by pertussis toxin that
inactivates Gia protein, PD 98095, a MEK
inhibitor, wortmannin, PI3K inhibitor as
well as by losartan, an AT1 receptor
antagonist. These results suggest that NPR-
C activation attenuates the enhanced
proliferation of VSMC from SHR which
may be attributed to Gia /MAP

kinase/PI3K-mediated inhibition of the
expression of cell cycle components.

Natriuretic peptides (NP) are a family
of three peptide hormones termed atrial
natriuretic peptide (ANP), brain natriuretic
peptide (BNP), and C-type natriuretic peptide
(CNP) (1-3). All of these peptides are
produced in mammalian hearts including
humans (4). ANP regulates a variety of
physiological parameters including blood
pressure, progesterone secretion, renin release,
vasopressin release and endothelin release by
interacting with receptors on the plasma
membrane either to alter the levels of second
messengers such as cAMP, cGMP (5-11) or to
affect ion channels (12).

Three subtypes of natriuretic peptide
receptors (NPR): NPR-A, NPR-B and NPR-C
have been described (12). NPR-A and NPR-B
are membrane guanylyl cyclases, whereas
NPR-C (clearance receptor) lacks guanylyl
cyclase activity. NPR-A catalyzes the
production of cGMP in response to ANP and
BNP, whereas NPR-B is the target for CNP.
NPR-C appears to exist as a disulfide-linked
homodimer with a molecular mass of 64—
66 KDa and is coupled to adenylyl cyclase
inhibition  through  inhibitory = guanine
nucleotide-regulatory protein Gia (13,14) or to
activation of phospholipase C (15). However,
we have recently shown that NPR-C-mediated
decrease in cAMP levels contributes to the
activation of PLC signaling and suggested a
cross talk between NPR-C-mediated adenylyl
cyclase and PLC signaling pathways (16).
NPR-C has a single transmembrane domain,
an extracellular domain and a short 37 amino
acid cytoplasmic domain or tail (17). The
cytoplasmic domain of NPR-C contains



several Gj activator sequences which were
shown to inhibit adenylyl cyclase activity in
heart particulate fractions and A-10 VSMC

(18).

Increased proliferation in vascular smooth
muscle cells (VSMC) is implicated in the
arterial remodelling occurring in hypertension
(19). VSMC from spontaneously hypertensive
rats (SHR) have been shown to proliferate to a
greater extent as compared to VSMC from
normotensive wistar-kyoto rats (WKY) (20)
which was attributed to  the increased
production of vasoactive peptides (21). We
have previously shown that C-ANP,,; as well
as by small peptide fragments of cytoplasmic
domain of NPR-C containing Gi activator
sequences attenuated the vasoactive peptides
including Angiotensin II (Ang II), endothelin-
1 (ET-1) and Arginine-Vasopressin (AVP)-
induced increased proliferation of A10 VSMC
via MAP kinase and phosphatidylinositol 3-
kinase (PI3K) pathways (22).

Proliferation is driven by the formation of
complexes between cyclin dependent kinase
(cdk) and cyclins. D type-cyclins are
associated with cdk4 or cdk6 (23). This
complex initiate the phosphorylation of the
retinoblastoma protein (Rb) which result in the
partial release of the transcription factor (E2F)
and hence in the transcription of S-phase genes
(24). In late G1, cdk2 form a complex with
cyclin E resulting in the release of E2F
(23,25). Previous studies have shown that cell
cycle components from Gl-phase were up-
regulated in VSMC from SHR (26,27). In
addition, Ang II has been shown to increase
the expression of the cell cycle components in
VSMC (28). Taken together, it was interesting
to investigate if NPR-C activation by C-ANP,.
23 could also inhibit the enhanced proliferation
of VSMC from SHR and to further explore the
implication of cell cycle components and
MAP  kinase/PI3kinase  pathways  as
underlying mechanism/s responsible for this
response.

EXPERIMENTAL PROCEDURES
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Materials The antibodies and Western blotting
reagents were purchased from Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA). All other
chemicals were purchased from Sigma.

Cell culture and incubation VSMC from 12-
week-old SHR and their age-matched WKY
rats were cultured from aortas as described
previously (29). The cells were cultured in
Dulbecco's  modified  Eagle's medium
containing normal glucose (5.5 mM), 10%
FBS, and 1%  antibiotic-antimycotic
(containing penicillin, streptomycin, and
amphotrecin B) at 37°C in 95% room air-5%
CO,. The cells were passaged upon reaching
confluence with 0.5% trypsin and used
between passages 3 and 12. The confluent
VSMCs after 24 h of incubation in a serum-
free Dulbecco's modified Eagle's medium
were then incubated in the absence or presence
of wvarious concentration of C-ANP4.»s,
pertussis toxin (100 ng/ml), PD98059 (10
gtrnol), wortmannin (10uM) or losartan (10
M).

[Methyl-*H]thymidine incorporation DNA
synthesis was evaluated by incorporation of
[*H]thymidine into cells. Subconfluent VSMC
from SHR and WKY rats were plated in 6-
well plates for 24 h and were serum deprived
for 24 h to induce cell quiescence. The cells
were  then  incubated  with  various
concentration of NSC 625987, NU2058 or C-
ANP, 3. [*H]thymidine (1 pCi) 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 incubated with 0.4 N sodium hydroxide
solution for 30 min at room temperature, and
radioactivity was determined by liquid
scintillation counter.

Cell lysis and Western blotting Cells incubated
in the absence or presence of various agents
were washed three times with 1X PBS and
lysed in 30 pl of buffer (25 mM Tris-HCI, pH
7.5, 25mM NaCl, 1 mM Na orthovanadate,
10mM Na fluoride, 10mM Na
pyrophosphate, 2 mM ethylene,
bis(oxyethylenenitrolo)tetracetic acid 2 mM
ethylenediamine tetracetic acid, 1 mM
phenylmethylsulfonyl  fluoride, 10 pg/ml



aprotinin, 1% Triton X-100, 0.1% sodium
dodecyl sulphate (SDS), and 0.5 pg/ml
leupeptin) on ice. The cell lysates were
centrifuged at 12,000 g for 5Smin at 4 °C.
Protein concentrations were measured with the
Bradford assay. Equal amounts of protein were
subjected to 10% SDS-polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE), transferred to
nitrocellulose membranes and incubated with
the respective primary antibodies: cyclin D1
(DCS-6), cdk4 (DCS-35), cdk2 (D-12), p-Rb
(Ser 249/Thr 252), Rb (IF8), p-Aktl1/2/3 (Ser
473)-R, Aktl1/2/3 (H-136), ERK 2 (C-14) and
p-ERK (E-4). The antibody-antigen complexes
were detected by second antibody, and protein
bands were visualized by enhanced-
chemiluminescence Western-blotting detection
reagents from Santa Cruz Biotechnology.
Quantitative analysis of specific bands was
performed by densitometric scanning of the
autoradiographs with an enhanced laser
densitometer (LKB Ultroscan XL, Pharmacia,
Dorval, Quebec, Canada) and quantified by
using gel-scan XL evaluation software
(version 2.1) from Pharmacia.

Statistical analysis Results are expressed as
mean+SEM  Comparisons between groups
were made with ANOVA in conjunction with
the Newman—Keuls test. Results were
considered significant at a value of P<0.05.

RESULTS

Effect of C-ANP,.,; on enhanced proliferation
of VSMC from SHR. Since the activation of
natriuretic peptide receptor-C (NPR-C) by C-
ANP,4,; has been shown to attenuate the
enhanced proliferation of VSMC induced by
vasoactive peptides Ang II, ET-1 and AVP in
A10 VSMC (22), it was of interest to examine
whether NPR-C activation could also decrease
the proliferation of VSMC from SHR. To
investigate this, the effect of wvarious
concentrations of C-ANP,,3; on DNA
synthesis was examined in VSMC from SHR
and WKY rats. Results shown in figure 1
indicate that VSMC from SHR exhibit
enhanced proliferation (by about 500%)
compared to VSMC from WKY which was
attenuated by C-ANP,,; in a concentration-
dependent  manner. At the  optimal
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concentration of 10'M the augmented
proliferation of VSMC from SHR was
decreased by about 35%.

Effect of C-ANP,.»; on the expression of
cell cycle components from Gl-phase in
VSMC  from SHR. To investigate the
mechanism by which NPR-C activation
inhibits the enhanced proliferation of VSMC
from SHR, we examined the effect of C-ANP,.
23 on the expression of the cell cycle proteins.
As shown in figure 2, the expression of cyclin
D1 and cdk2 was significantly enhanced by
about 350% and 270% respectively in VSMC
from SHR as compared to WKY and C-ANP,.
23 attenuated the enhanced expression by about
30% and 20% respectively. In addition, the
expression of cdk4 protein was also
significantly enhanced by about 150% in
VSMC from SHR compared to WKY.
However, C-ANP,,; was not able to decrease
the enhanced expression of cdk4 protein.
These results suggest that NPR-C activation
decreased the expression of cell cycle
components from G1-S phase. Furthermore,
the expression of phosphorylated
retinoblastoma protein (pRb) was enhanced by
about 35% in VSMC from SHR which was
also attenuated by C-ANP,.,; (10”M) by about
30%. Since levels of phosphorylation of pRb
protein is a marker of cell cycle progression,
this result suggested that NPR-C activation
leads to an inhibition of the cell cycle
progression.

Effect of NSC 625987 and NU2058 on
enhanced proliferation of VSMC from SHR.
To investigate the implication of enhanced
expression of cell cycle components in the
hyperplasia of VSMC from SHR, we
examined the effect of selective inhibitors of
cdk4/cyclin D1 complex (NSC 625987) and
cdk2 (NU2058) on DNA synthesis in VSMC
from SHR and WKY rats. Results shown in
figure 3 indicate that both the inhibitors NSC
625987 and NU2058 attenuated the enhanced
proliferation of VSMC from SHR by 25 and
35% respectively whereas these inhibitors did
not have any significant effect on the
proliferation of VSMC from WKY rats.

Effect of pertussis toxin on the expression of
cell cycle components in VSMC from SHR. We
have previously shown the implication of



enhanced levels of Gia proteins in the
enhanced proliferation of VSMC from SHR
(30) Since C-ANP,,3; has been shown to
decrease the enhanced expression of Gia
proteins in VSMC from SHR (31), it was of
interest to examine if C-ANP4,3-induced
decreased  expression of Gi  proteins
contributes to the attenuation of the expression
of cell cycle components in VSMC from SHR.
As shown in figure 4, the treatment of VSMC
from SHR with pertussis toxin attenuated the
expression of cell cycle components, cyclin
D1, cdk2 and pRb by about 30%, 25% and
30% respectively.

Effect of C-ANP,.;;3 on the phosphorylation of
ERK1/2 and AKT in VSMC from SHR. The
implication of MAP kinase/PI3kinase in
enhanced proliferation of VSMC has been
well documented (32). Since, the short
cytoplasmic domain peptide fragment of NPR-
C consisting of 12 amino acids with G;
activator sequence attenuated the vasoactive
peptide-induced ERK1/2 phosphorylation and
proliferation of A10 VSMC (22), it was
desirable to test if C-ANP4.3-induced
decreased proliferation of VSMC from SHR is
attributed to its ability to attenuate the
enhanced activity of MAP kinase/PI3kinase in
VSMC from SHR. For this, the effect of C-
ANP4»; on phosphorylation of ERK1/2 and
AKT was examined and the results are shown
in figure 5. As reported earlier (33), the
phosphorylation levels of ERK1/2 as well as
AKT were increased by about 50% in VSMC
from SHR as compared to VSMC from WKY
and this enhanced phosphorylation was
abolished by C-ANP,_»;.

Implication of MAP kinase and PI3-kinase on
the expression of cell cycle components in
VSMC from SHR. To determine if C-ANP,,;-
evoked decreased activation of MAPK and
PI3K contributes to the decreased expression
of cell cycle components, the effects of PD
98059, a MEK inhibitor and wortmannin, a
PI3K inhibitor on the expression of cell cycle
components were examined in VSMC from
SHR. As shown in figures 6 and 7, PD98059
(Fig 6) as well as wortmannin (Fig 7) inhibited
the enhanced expression of cyclin D1, cdk2
and pRb by 30%, 20% and 30% respectively.
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Implication of Angiotensin ATI receptor in the
enhanced expression of cell cycle components
in VSMC from SHR. Ang 1l has been reported
to increase the expression of cell cycle
components in VSMC (28). Since the
endogenous levels of Ang II are increased in
VSMC from SHR compared to VSMC from
WKY (21), it was of interest to examine if the
enhanced expression of different cell cycle
components in VSMC from SHR is attributed
to the endogenous Ang II. For this, we
examined the effect of losartan (AT1 inhibitor)
on the expression of cell cycle components in
VSMC from SHR. As shown in figure 8,
losartan attenuated the enhanced expression of
cyclin D1, cdk2 and pRb by 30% in VSMC
from SHR and suggest that endogenous Ang II
contribute to the enhanced expression of Gl-
components in VSMC from SHR.

DISCUSSION

Increased proliferation of VSMC has
been shown to be implicated in cardiovascular
pathologies such as restenosis, atherosclerosis
and hypertension (34-37). We and others
reported earlier that VSMC from SHR exhibit
exaggerated cell growth (proliferation)
compared to VSMC from WKY rats
(20,30,38). The enhanced proliferation of
VSMC from SHR was shown to be attributed
to the increased activity of
MAPkinase/PI3kinase and enhanced levels of
Gia proteins, because the treatment of VSMC
from SHR with PD98059, an inhibitor of MAP
kinase, wortmannin, an inhibitor of PI3-K and
pertussis toxin that inactivates Gia proteins
resulted in the restoration of enhanced
proliferation to control WKY levels (30). In
addition, the implication of Ang II AT,
receptor in the enhanced proliferation of
VSMC from SHR has been demonstrated (39).
We recently reported that Ang II, ET-1 and
arginine-vasopressin  (AVP) increased the
proliferation of A10 VSMC via Gio/MAP
kinase pathways which was attenuated by the
activation of NPR-C receptor by C-ANP,,; as
well as by small peptide fragments of
cytoplasmic domain of NPR-C having Gi
activator sequences (22).



In the present study, we demonstrate that
the activation of NPR-C by C-ANP,;
attenuates the enhanced proliferation of
VSMC from SHR which was attributed to
regulation of cell cycle components from G1-
phase. Our results showing that treatment of
VSMC from SHR with cyclin D1/cdk4 and
cdk2 inhibitors, NSC 625987 and NU2058
respectively that decreased the enhanced
proliferation suggest the implication of cyclin
D1 and cdkinase in the enhanced proliferation
of VSMC of SHR. This is further supported by
the fact that VSMC from SHR exhibit
enhanced expression of cyclin D1, cdk4 and
cdk2 as compared to VSMC from WKY. In
this regard, the exaggerated proliferation rate
of VSMC from SHR was also shown to be
attributed to higher expression of proteins,
cyclin D, cdk2 and cdk4 from G1-phase of cell
cycle (26,27). In addition, we showed that the
expression of phosphorylated form (pRb) of
Rb but not Rb per se was significantly
increased in VSMC from SHR as compared to
VSMC from WKY. Since, Rb needs to be
phosphorylated to initiate the transition from
G1 phase to S phase, these results show that
the activities of cyclin D1/cdk4 and cyclin
E/cdk2 complexes are enhanced in VSMC
from SHR as compared to VSMC from WKY
which is consistent with studies from Se-Jung
Lee et al. who have shown that cdk2 and cdk4
kinase activities were increased in VSMC
from SHR (26).

ANP has been shown to restrain astrocyte
G;-S cell cycle progression by a regulation of
the expression of the cell cycle proteins (40).
However, in the present study, we show for
the first time that NPR-C activation by C-
ANP,4 »; decreased the enhanced expression of
cyclin D1 and cdk2 in VSMC from SHR.
However, the enhanced expression of cdk4
was not significantly attenuated by C-ANP,.;.
It may be possible that C-ANP4,; decreases
the activity of cdk4 and not the expression,
which may contribute to its
antihyperproliferative effect, however, this
need to be investigated. Furthermore, the
results showing that the phosphorylation of
pRb protein is attenuated by C-ANP,,; suggest
that the activities of cyclin D1/cdk4 and
cyclin E/cdk2 complexes are decreased by C-
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ANP4,;. From these results, it may be
suggested that the activation of NPR-C by C-
ANP,4,; attenuates the enhanced proliferation
by regulating the expression of cell cycle
proteins.

We also examined the intracellular
signaling mechanisms responsible for C-ANP,.
»-induced decreased expression of cell cycle
components contributing to the
antiproliferative effect of C-ANP;,;. Our
results showing that inactivation/inhibition of
Gi protein by pertussis toxin attenuated the
enhanced expression of cdk2, cyclin D1 and
enhanced phosphorylation of Rb from VSMC
from SHR as compared to VSMC from WKY
suggest the implication of enhanced levels of
Gi proteins in enhanced expression of cell
cycle components. The implication of
enhanced levels of Gia proteins in the
enhanced proliferation of VSMC from SHR
has been demonstrated (30). In addition, C-
ANP,4,; was shown to attenuate the expression
of Gi proteins in A10 VSMC (41) and VSMC
from SHR (31). Taken together, it may suggest
that C-ANP,4;-mediated decreased expression
of Gi proteins contributes to the
downregulation of the expression of cell cycle
components from G; phase and resultant
attenuation of cell proliferation.

The implication of MAP kinase and PI3-
kinase in cell proliferation has been reported
(42,43). In addition, the hyperproliferation of
VSMC from SHR was also shown to be
attributed to the augmented activity of MAP
kinase and PI3-kinase (22,32,44). We have
earlier shown that small peptide fragments of
cytoplasmic domain of NPR-C attenuated the
vasoactive peptide-induced enhanced
proliferation via MAP kinase /PI3Kinase
signaling in A10 cells (22). In the present
study, we show that C-ANP,.»; attenuated the
enhanced ERK1/2 and AKT phosphorylation
in VSMC from SHR and suggest that the
antiproliferative effect of C-ANP4,; in VSMC
from SHR may also be mediated through the
inhibition of MAP kinase/PI3-kinase/AKT
signaling pathways. Furthermore, our results
showing that the enhanced expression of
cyclin DI, cdk2 and pRb phosphorylation in
VSMC from SHR was attenuated by MEK
inhibitor PD98059 and wortmannin, a PI3-



kinase inhibitor suggest the implication of
MAP kinase and PI3-kinase in enhanced levels
of cell cycle components in VSMC from SHR.
Thus, taken together, it may be suggested that
NPR-C-mediated attenuation of MAP kinase
and PI3-kinase activation in VSMC from SHR
may be responsible for decreased expression
of cell cycle components and thereby
decreased cell proliferation.

Ang II has been shown to increase the
proliferation of VSMC (22,45) and also the
expression of cell cycle components in VSMC
(28). In addition, VSMC from SHR have been
reported to hyperproliferate and exhibit
increased levels of Ang II than VSMC from
WKY (21). Our results showing that treatment
of VSMC from SHR with losartan, an ATI1
inhibitor attenuated the expression of cell
cycle components from Gl-phase suggest the
implication of endogenous Ang II in enhanced
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expression of cell cycle components in VSMC
from SHR. In this regard, Kubo et al. have
also shown that CV11974 (AT1 antagonist)
decreased the enhanced cdk2 activity in
VSMC from SHR as compared to VSMC from
WKY (46).

In conclusion, we demonstrate for the first
time that the activation of NPR-C by C-ANP,.
23 inhibits the enhanced proliferation of VSMC
from SHR by decreasing the enhanced
expression of cell cycle proteins through the
inhibition of enhanced expression of Gia
proteins and enhanced activation of MAP
kinase and PI3K/AKT pathways (Figure 9).
From these studies, it can be suggested that C-
ANP,4,; could be used as a treatment against
the enhanced proliferation of VSMC
associated with hypertension but also with
atherosclerosis and restenosis.
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FIGURES LEGENDS

Fig 1 Effect of C-ANP4,; on SHR VSMC proliferation. SHR and WKY VSMC were
incubated in the absence (control) or presence of various concentrations C-ANP4;.
Thymidine incorporation was determined as described in experimental procedures. Results
are expressed as % of control (taken as 100%). Values are means + SE of 3 separate
experiments. ***P < 0.001 vs WKY CTL, &&P < 0.01 vs SHR CTL, &&&P < 0.001 vs
SHR CTL.
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Fig 2 Effect of 10’M of C-ANP,.; on cell cycle components expression. SHR and WKY
VSMC were incubated in the absence (control) or presence 10-7M of C-ANP,,;. The cell
lysates were used for Western blotting as described in experimental procedures. Results are
expressed as % of control (taken as 100%). Values are means + SE of 3 separate experiments.
*P<0.05, **P <0.01, ***P <0.001.

Fig 3 Effect of NSC 625987 and NU2058 on the enhanced proliferation of SHR VSMC
proliferation. A) SHR and WKY VSMC were incubated in the absence (control) or presence
of various concentrations NSC 625987 for 1 h. B) SHR and WKY VSMC were incubated in
the absence (control) or presence of various concentrations NU2058. Thymidine
incorporation was determined as described in experimental procedures. Results are expressed
as % of control (taken as 100%). Values are means + SE of 3 separate experiments. ***P <
0.001 vs WKY CTL , &&P <0.01 vs SHR CTL , &&&P < 0.001 vs SHR CTL.

Fig 4 Effect of pertussis toxin on expression of cell cycle components from Gl-phase in
VSMC from SHR. SHR and WKY VSMC were incubated 24 h in the absence (control) or
presence of pertussis toxin (PT). The cell lysates were used for Western blotting as described
in experimental procedures. Results are expressed as % of control (taken as 100%). Values
are means £ SE of 3 separate experiments. *P < 0.05, **P < (.01 ***P < (.001.

Fig 5 Effect of C-ANP,4,; on ERK and AKT phosphorylation in VSMC from SHR. SHR and
WKY VSMC were incubated in the absence (control) or presence 10"M of C-ANP,,;. The
cell lysates were used for Western blotting as described in experimental procedures. Results
are expressed as % of control (taken as 100%). Values are means + SE of 3 separate
experiments. *P < 0.05, ¥**P < 0.01.

Fig 6 Effect of PD 98059 on expression of cell cycle components from G1-phase in VSMC
from SHR. SHR and WKY VSMC were incubated 24 h in the absence (control) or presence
of 10uM of PD 98059 (PD). The cell lysates were used for Western blotting as described in
experimental procedures. Results are expressed as % of control (taken as 100%). Values are
means + SE of 3 separate experiments. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < (0.001.

Fig 7 Effect of wortmannin on expression of cell cycle components from G1-phase in VSMC
from SHR. SHR and WKY VSMC were incubated 24 h in the absence (control) or presence
of 10uM of wortmannin (WM). The cell lysates were used for Western blotting as described
in experimental procedures. Results are expressed as % of control (taken as 100%). Values
are means = SE of 3 separate experiments. *P < 0.05, **P < 0.01, * **P < (.001.

Fig 8 Effect of losartan on expression of cell cycle components from Gl-phase in VSMC
from SHR SHR and WKY VSMC were incubated 24 h in the absence (control) or presence
of 10°M of losartan (los). The cell lysates were used for Western blotting as described in
experimental procedures. Results are expressed as % of control (taken as 100%). Values are
means + SE of 3 separate experiments. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001.

Fig 9 Schematic model showing potential mechanisms responsible for the antiproliferative
effect of NPR-C receptor activation by C-ANP,.,; in VSMC from SHR. C-ANP,,; attenuates
the proliferation through the inhibition of the expression of Gl-phase cell cycle proteins.
Activation of NPR-C by C-ANP,.»; attenuates the enhanced cell cycle proteins expression
through the inhibition of enhanced expression of Gia proteins and enhanced activation of
MAP kinase and PI3K/AKT pathways.
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 8
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8. Discussion

L’ augmentation de la prolifération des cellules du muscle lisse vasculaire est un
processus a l’origine de plusieurs maladies cardiovasculaires dont notamment, la
resténose, I’athérosclérose et I’hypertension (Intengan et Schiffrin, 2000; Libby et
Tanaka, 1994; Liu, Roubin, et King, 1989; Ross, 1995). Le rat SHR est un bon
modele pour investiguer I’origine d’une telle augmentation. En effet, il est bien connu
que les CMLV provenant de rats SHR ont un taux de prolifération plus €levé que les
CMLV provenant des rats WKY (Li Y, 2005b; Paquet, Baudouin-Legros, Marche, et
Meyer, 1989; Resink, Scott-Burden, Baur, et Buhler, 1987). L’augmentation de la
prolifération est attribuée, d’une part, a une augmentation de l’activit¢ des voies
signalétiques MAPK/AKT et de I’expression de la protéine Gia (Li Y, 2005b).
D’autre part, il est également prouvé que le récepteur a ’Ang II, AT, joue un rdle
dans I’augmentation de la prolifération des CMLV de rats SHR (El Mabrouk, Touyz,
et Schiffrin, 2001).

Le récepteur NPR-C fait partie de la famille des récepteurs natriurétiques dont
les deux autres membres sont NPR-A et NPR-B. NPR-A et NPR-B ont une activité
guanylate cyclase. Le récepteur NPR-C quant a lui a tout d’abord ¢été identifi¢ comme
récepteur de clairance des peptides natriurétiques. Toutefois, il est maintenant prouvé
que NPR-C est couplé a I’inhibition de I’AC via la protéine Gi ou a I’activation de la
PLC. Il a été récemment montré que 1I’Ang II, ’ET-1 et ’AVP augmentent la
prolifération des CMVL de type A10 via la voie Gio/MAPK et que 1’activation du
récepteur NPR-C, par C-ANP4,; et des fragments correspondant aux séquences
activatrices de Gi du domaine cytosolique de NPR-C, inhibe cette augmentation
(Hashim, Li, et Anand-Srivastava, 2006). L’effet antimitogénique du récepteur NPR-
C a également ¢té observé dans les cellules astrogliales et endothéliales de rats (Cabhill
et Hassid, 1991; Levin et Frank, 1991; Nussenzveig, Lewicki, et Maack, 1990). Dans
cette présente étude, nous montrons que ’activation du récepteur NPR-C par le

fragment C-ANP4,3 diminue 1’augmentation de la prolifération des CMLV de rats
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SHR et que cette diminution est attribuable a la régulation de ’expression des
composantes de la phase G; du cycle cellulaire. En effet, nos résultats montrent que le
traitement des CMLV de SHR avec des inhibiteurs du complexe cycline D1/cdk4 et
de la kinase cdk2 (NSC 625987 et NU2058 respectivement) diminue I’augmentation
de la prolifération des CMLV de SHR comparativement aux CMLV de WKY. Ces
résultats suggeérent une implication de la cycline D1 ainsi que des cdks dans
I’augmentation de la prolifération des CMLV de SHR. Des études effectuées par
d’autres groupes de recherches supportent également cette hypothese. Ces études ont
montré que dans les CMLV de SHR, I’expression des protéines cycline D1, cdk4 et
cdk2 est plus élevée que dans les CMLV de WKY (Lee, Kim, et Moon, 2009;
Tanner, Greutert, Barandier, Frischknecht, et Luscher, 2003). Dans ce sens, ces
études ont permis d’attribuer le taux de prolifération exagéré des CMLV de SHR a
des taux d’expression élevés des protéines de la phase G; du cycle cellulaire : la
cycline D, cdk2 et cdk4. En revanche, dans cette étude, nous démontrons que
I’expression de la forme phosphorylée (pRb) de la protéine Rb est augmentée dans les
CMLV de SHR en comparaison a celles des WKY, mais que I’expression de la
protéine Rb reste inchangée. Puisque la phosphorylation de la protéine Rb est
nécessaire a la transition de la phase G; a la phase S du cycle cellulaire, ces résultats
montrent que 1’activité des complexes cycline DI1/cdk4 et cycline E/cdk2 est
augmentée dans les CMLV de SHR comparativement aux CMLV de WKY. Ces
résultats concordent avec 1’étude de Se-Jung Lee et al. qui a montré que 1’activité des
kinases cdk2 et cdk4 est augmentée dans les CMLV de SHR (Lee, Kim, et Moon,
2009).

Levin et al. ont montré que I’ANP augmentait la durée de la progression de la
phase G; a la phase S en régulant I’expression des composantes du cycle cellulaire
(Levin et Frank, 1991). Toutefois, dans cette étude nous montrons, pour la premiere
fois que I’activation de NPR-C par C-ANP,4.,; atténue 1’augmentation de 1’expression
de la cycline D1 et de cdk2. Par contre, le taux d’expression élevé de cdk4 n’a pas été
significativement diminué en présence de C-ANP4.3. Il est possible que, bien que

I’expression de cdk4 ne soit pas diminuée, son activité soit atténuée par C-ANP4.3.
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D’autres études seront nécessaires afin de le déterminer. En revanche, le taux de
phosphorylation de la protéine Rb a été atténué par le fragment C-ANP4.,3, ce qui
suggere que 1’activité des complexes cycline D1/cdk4 et cycline E/cdk2 est diminuée
par le fragment peptidique C-ANP4.23. Ainsi, d’aprés nos résultats, nous suggérons
que Dactivation du récepteur NPR-C par le fragment C-ANP,,3; diminue la
prolifération en régulant I’expression des protéines de la phase G; du cycle cellulaire.
Nos résultats concordent avec ceux de Lee et al. qui démontrent une augmentation de
I’activité de cdk2 et cdk4 dans les CMLV de SHR en comparaison aux CMLV de
WKY (Lee, Kim, et Moon, 2009). Nos résultats montrent que [’activation du
récepteur NPR-C permet de réduire 1’expression des composantes de la phase G; du

cycle cellulaire.

Dans cette étude, nous voulions également déterminer les mécanismes
intracellulaires responsables de la diminution de I’expression des composantes de la
phase G; et qui contribuent au réle antiprolifératif du fragment C-ANP4.,;. Nos
résultats montrent que [’inactivation/inhibition de la protéine Gi par la toxine
pertussis atténue 1’augmentation de I’expression de la cycline D1, de cdk2 et du taux
de phosphorylation de la protéine pRb dans les CMLV de SHR comparativement aux
CMLYV de WKY. Ces résultats suggerent que le taux d’expression protéique ¢levé de
Gi est impliqué dans 1’augmentation de l’expression des composantes du cycle
cellulaire. L’implication du taux d’expression protéique ¢levé de Gia dans
I’augmentation de la prolifération des CMLV de SHR comparativement aux CMLV
de WKY a été prouvé (Li Y, 2005). De plus, il est démontré que le fragment C-
ANP4.,3 diminue 1’augmentation de 1’expression de la protéine Gi dans les CMLV de
type A10 (Anand-Srivastava, 2000) et de rats SHR (Saha, Li, Lappas, et Anand-
Srivastava, 2008). Nous suggérons donc, que la diminution de I’expression de la
protéine Gi par le fragment C-ANP4.,3 contribue a réguler a la baisse 1’expression des
protéines de la phase Gl du cycle cellulaire, contribuant ainsi a diminuer la

prolifération des CMLV.
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L’implication des kinases MAPK et PI3-K dans la prolifération cellulaire est
bien documentée (Seger et Krebs, 1995; Varticovski, Harrison-Findik, Keeler, et
Susa, 1994). De plus, le taux de prolifération ¢levé des CMLV de SHR
comparativement aux CMLV de WKY a été attribué a 1’augmentation de I’activité
des kinases MAPK et PI3-K (Hashim, Li, et Anand-Srivastava, 2006; Molloy,
Taylor, et Weber, 1993; Saward et Zahradka, 1997). Il a été¢ récemment montré que
des petits fragments du domaine cytosolique du récepteur NPR-C inhibent
I’augmentation des taux de phosphorylation de ERK1/2 et AKT induite par les
peptides vasoactifs (Hashim, Li, et Anand-Srivastava, 2006). Dans cette é¢tude nous
démontrons que le fragment C-ANP4.,3 inhibe les taux de phosphorylation plus élevés
des protéines ERK1/2 et AKT des CMLV de SHR en comparaison a ceux des CMLV
de WKY. Nous suggérons que 1’effet antiprolifératif de C-ANP4.23 observé dans les
CMLV de SHR soit attribuable a I’inhibition des voies signalétiques MAPK/PI3-
K/AKT par C-ANP4,;. De plus, nos résultats montrent que I’expression des
protéines cycline D1, cdk2 et la phosphorylation de la protéine pRb plus élevées dans
les CMLV de SHR est atténuée par I’inhibiteur de la kinase MEK de la voie des
MAPK (PD98059) et de l’inhibiteur de la PI3-K (wortmannin). Ces résultats
suggerent 1’implication des kinases MAPK et PI3-K dans 1’augmentation des taux
d’expression des protéines de la phase G; du cycle cellulaire dans les CMLV de SHR.
Il peut donc étre suggéré que I’atténuation de la voie des MAPK et de la PI3-K via
’activation du récepteur NPR-C est responsable de la diminution de I’expression des

composantes de la phase G, et par conséquent, de la diminution de la prolifération.

Il a été prouvé que I’ Ang 11 augmente la prolifération des CMLV (Hashim, Li,
et Anand-Srivastava, 2006; Powell et al., 1990) et I’expression des composantes de la
phase Gl du cycle cellulaire (Braun-Dullacus, Mann, Ziegler, von der Leyen, et
Dzau, 1999). De plus, les CMLV de SHR reconnues pour leur taux de prolifération
¢levé, produisent plus d’Ang II de fagon endogeéne en culture que les CMLV de
WKY. L’augmentation d’Ang II endogeéne semble donc étre impliquée dans
I’augmentation de la prolifération observée en hypertension (Fukuda et al., 1999).

Nos résultats montrent que le traitement de CMLV de rats SHR avec un inhibiteur du
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récepteur AT, le losartan diminue I’expression des protéines de la phase G; du cycle
cellulaire. Dans cette optique, Kubo et al. ont montré que 1’activation de la kinase
cdk?2 plus ¢levée dans les CMLV de SHR comparativement aux CMLV de WKY et
pouvait étre atténuée par le CV11974, un antagoniste du récepteur AT, (Kubo et al.,

2000).

9. Conclusions

Nos résultats montrent que le taux de prolifération des CMLV de SHR est
significativement plus élevé que celui des CMLV de WKY et que la présence de C-
ANP4.,3 diminue de manic¢re-dose dépendante le taux de prolifération des CMLV de
SHR. De plus, I’expression des protéines de la phase Gl du cycle cellulaire, la
cycline D1, la kinase dépendante des cyclines 2 (cdk2) et la forme phosphorylée de la
protéine du rétinoblastome (pRb) est augmentée dans les CMLV de SHR
comparativement aux CMLV de WKY et est atténué par C-ANP4,3. De plus, nos
résultats montrent que les inhibiteurs du complexe cycline D1/cdk4 (NSC 625987) et
cdk2 (NU2058) diminue le taux de prolifération ¢élevé des CMLV de SHR. Les
CMLV de SHR montrent également un taux de phosphorylation de ERK1/2 et &’AKT
et est atténué par C-ANP4.,3. De plus, le taux d’expression élevé des protéines cycline
D1, cdk2 et pRb des CMLV de SHR est diminué par la toxine pertussis qui inactive la
protéine Gia, le PD 98095, un inhibiteur de MEK de la voie des MAPK, du
wortmannin, un inhibiteur de la PI3-K et finalement du losartan, un antagoniste du
récepteur AT1. Ces résultats suggérent que 1’activation du récepteur NPR-C par C-
ANP,.,3 diminue le taux de prolifération élevé des CMLV de SHR par une régulation
a la baisse I’expression des composantes de la phase G; du cycle cellulaire via

I’inhibition de la protéine Gia et des voies signalétiques MAP kinase/P13-K.
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Figure 1 : Schéma intégratif des conclusions
10. Perspectives

Nous espérons que ces résultats ouvriront la voie a d’autres études qui
permettront d’approfondir les mécanismes régulant le cycle cellulaire en
hypertension. La régulation du cycle cellulaire détermine le taux de prolifération. En
¢lucidant les mécanismes responsables de la régulation a la hausse des protéines du
cycle cellulaire, il sera plus facile de déterminer le role précis des différentes voies
signalétiques impliquées dans I’augmentation de la prolifération. Nous avons montré
I’implication de la protéine Gia et des voies signalétiques MAPK/AKT/PI3-K dans
I’augmentation de 1’expression des composantes de la phase G; du cycle cellulaire, il
serait intéressant de déterminer I’implication d’autres acteurs comme, par exemple, le

stress oxydatif.
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Nos résultats démontrent clairement une augmentation de 1’expression de la
cycline D1, de cdk2, de cdk4 et de pRb. Toutefois, il existe plusieurs autres protéines
impliquées dans la régulation de la phase Gj. Ainsi, il serait intéressant de déterminer
quel est le taux d’expression des protéines inhibitrices du cycle cellulaire (les CKI)
dans les CMLV de SHR et quel serait ’effet de 1’activation du récepteur NPR-C.
Dans cette étude, nous avons montré que 1’activation du récepteur NPR-C diminue le
taux prolifération ¢levé de prolifération des CMLV de SHR. Nous espérons que nos
recherches aideront a mettre en évidence I’importance du récepteur NPR-C dans de
futurs traitements. A ce jour, les traitements contre 1’hypertension n’étant pas
totalement efficaces, nous croyons que nos recherches soutiennent une piste
intéressante dans le traitement de 1’hypertension. Dans le but d’approfondir le role du
récepteur NPR-C dans la régulation du cycle cellulaire, il serait intéressant de
déterminer ’effet de C-ANP,4.3 sur la liaison des cyclines aux cdks. En effet, pour
qu’une cellule traverse les différentes phases du cycle cellulaire, les cyclines et les
cdks doivent étre liées sous forme de complexes. Il est donc possible de croire que

’activation du récepteur NPR-C diminuerait le taux de liaison des cyclines aux cdks.

Finalement, I’augmentation du taux de prolifération des CMLV n’est pas unique
a I’hypertension artérielle. La resténose et 1’athérosclérose sont des pathologies ou
I’augmentation de la prolifération des CMLV représente une problématique de taille.
Des études complémentaires pourraient étre effectuées afin de déterminer si C-ANP,.
23 diminue le taux de prolifération dans le cas de 1’athérosclérose. L utilisation d’un
un modele d’athérosclérose chez le rat ou encore le modele de souris Apo E-/- ou qui
permettraient de le déterminer. Nous croyons fermement que des études en ce sens

apporteraient des résultats probants.
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