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Résumé

Le remodelage vasculaire dGi a I’hyper-prolifération cellulaire des cellules musculaires
lisses vasculaires (CMLVs) observé chez les rats spontanément hypertendus (RSH) est associ¢ a
I’hypertension artérielle. Nous avons précédemment démontré que le traitement in vivo des RSH
par I’agoniste spécifique du récepteur du peptide natriurétique de type C (NPR-C), le C-ANP4.23
atténue 1’hyper-prolifération des CMLVs. Nous avons entrepris cette étude afin d’investiguer si
I’effet antiprolifératif du C-ANP423 agit par I’entremise de I’inhibition de la surexpression des
protéines du cycle cellulaire, et afin d’en explorer les mécanismes sous-jacents. Pour cette étude,
des RSH et des rats Wistar Kyoto (WKYSs) agés de deux semaines ont été injectés en intra-
péritonéale par le C-ANP43 de 2 jusqu’a 8 semaines d’age, deux fois par semaine et sacrifiés a
la 9éme semaine. La pression artérielle a été mesurée par méthode Queue-coiffe, la prolifération
des CMLVs a été déterminée par incorporation de thymidine et par test MTT, et ’expression des
protéines a été quant a elle déterminée par technique d’immunobuvardage de type Western. Les
CMLVs des RSH ont démontré une prolifération élevée en comparaison avec celles des WKYs,
et le traitement par le C-ANP4.23 a atténué ’hyperprolifération a un niveau de contréle. De plus,
la surexpression des cyclines D1/A/E, des kinases cyclines dépendantes 2 et 4 (cdk2, cdk4), de la
forme phosphorylée de la protéine du rétinoblastome et des protéines Gai des CMLV des RSH a
¢été atténuée a un niveau de contrdle. Par ailleurs, I’hyperphosphorylation d’ERK1/2, AKT, EGF-
R, PDGF-R, IGF-R et de c-Src a significativement diminué par le traitement au C-ANP4.23. En
outre, le niveau élevé de 1’anion superoxyde (O2’), I’activité de la NADP(H) oxydase et de ses
sous unités chez les RSH ont été atténués par le C-ANP4o3 .Ces résultats indiquent que
I’activation in vivo de NPR-C atténue la surexpression des protéines du cycle cellulaire via

I’inhibition de P’activité élevée du stress oxydatif, de c-Src et de I’activation de EGF-R, PDGF-



R, IGF-R, de la signalisation de MAPK et la surexpression des protéines Gai résultant ainsi en
I’inhibition de I’hyperprolifération des CMLVs des RSH. Ainsi, il peut étre suggéré que le C-
ANP43 pourrait étre utilisé comme agent thérapeutique pour le traitement des complications
vasculaires associées a I’hypertension et a 1’athérosclérose.

Mots-clés: hypertension, RSH, NPR-C, cycle cellulaire, stress oxydatif, NO, récepteurs

des facteurs de croissance, c-Src, AKT, MAPK, PI3-K, protéines Gai.



Abstract

Vascular remodeling due to hyper-proliferation of vascular smooth muscle cells (VSMCs) from
spontaneously hypertensive rats (SHR) is associated with hypertension. We previously showed that in
vivo treatment of SHR with natriuretic peptide receptor type C (NPR-C) specific agonist C-ANP4.23
attenuates the hyper-proliferation of VSMC. We undertook the present study to investigate if the anti-
proliferative effect of C-ANP4.,3 treatment is mediated through the inhibition of the over-expression of
cell cycle proteins and explore the signaling molecules contributing to this effect. For this study, two-
week-old SHR and age-matched Wistar Kyoto rats (WKY) rats were injected intraperitoneally with C-
ANP..; twice per week for 6 weeks and sacrificed at the end of the 9™ week. Blood pressure
measurements were done by tail cuff method, proliferation of VSMC was determined by thymidine
incorporation and MTT assay, and Western blotting was used to measure the levels of proteins. VSMC
from SHR exhibited enhanced proliferation as compared to WKY and C-ANP,.,; treatment attenuated the
hyper-proliferation to control levels. In addition the overexpression of cyclin DI, cyclin A, cyclin E,
cyclin dependent kinase 2 and 4 (cdk2, cdk4), phosphorylated retinoblastoma protein (pRb) and Gia
proteins exhibited by VSMC from SHR was attenuated to control levels. Furthermore, the enhanced
phosphorylation of ERK1/2, AKT, EGF-R, PDGF-R, IGF-R and c-Src was significantly decreased by C-
ANP,4.; treatment. Moreover, the enhanced levels of superoxide anion (O2"), NADPH oxydase activity,
and the enhanced expression of NOX4 and P47phox in SHRs were attenuated by C-ANP43 These results
indicate that in vivo NPR-C activation attenuates the over-expression of cell cycle proteins through the
inhibition of the enhanced oxidative stress, c-Src and EGF-R, PDGF-R, IGF-R activation, MAPK
signaling and over-expression of Gia proteins resulting in the inhibition of the hyper-proliferation of
VSMC from SHR. Thus, it can be suggested that C-ANP4.,; may be used as a therapeutic agent for the
treatment of vascular complications associated with hypertension and atherosclerosis.

Key words: Hypertension, SHR, cell cycle proteins, oxidative stress, NO, growth factor

receptors, c-Src, AKT, MAPK, PI3-K, Gai proteins.
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CHAPITRE 1

INTRODUCTION ET REVUE DE LITTERATURE



1. Le systéme cardiovasculaire

Le systeme cardiovasculaire confére aux différents tissus de I’organisme un apport continu
de nutriments, d’oxygeéne mais €galement une évacuation des déchets afin de maintenir un
environnement adéquat a leur bon fonctionnement. Il est arrangé en un réseau de distribution
incluant une pompe (le cceur) et un systéme de "canalisations" (les vaisseaux sanguins) et qui a
pour but le maintien d’un flux de sang ininterrompu a toutes les parties du corps. Ce systéme doit
étre capable de s’adapter dépendamment des besoins des tissus. Pour que faire se peut, il doit
maintenir un gradient de pression de base et par la suite avoir la possibilité de réguler ce dernier
(Boron 2012).

1.1 Le systéme cardiaque

Véritable pompe, le coeur est un organe creux a la formidable capacité contractile. I1 est en
fait composé de 4 chambres : 2 oreillettes et 2 ventricules, les oreillettes se contractant un
sixieme de seconde avant les ventricules leurs permettant ainsi de se remplir avant d’expulser le
sang dans la circulation périphérique. Pesant environs 300 g mais pouvant atteindre 800g dans
certaines conditions pathologiques, le cceur est capable de pomper 5000 ml/min de sang chez un
adulte au repos et pres de 35000 ml/min lors d’un exercice intense. Cette capacité de changement
de débit confere au coeur un role primordial dans le controle du gradient de pression transmis au
systéme vasculaire (Boron 2012).

1.2 Le systéme vasculaire

Ce systeme peut étre abordé du point de vue anatomique en circulation systémique et

circulation pulmonaire. Il permet le transport du flux sanguin a toutes les parties du corps. Il est

¢galement trés malléable, et il se doit de I’€tre, car les besoins de notre organisme ne sont pas



immuables, lorsque 1’on considére les demandes en oxygene lors de I’exercice, ou encore les
variations de la température corporelle (Hall 2006).

1.2.1 Les vaisseaux sanguins

Excepté les capillaires qui possédent seulement une lame basale sur laquelle repose une
couche de cellules endothéliales, tous les vaisseaux sanguins sont constitués de trois tuniques:
I’intima, la media et D’adventice (figure 1). La media joue un rdéle important dans la
vasorelaxation ainsi que la vasoconstriction car composée essentiellement de cellules
musculaires lisses. Bayliss a remarqué que lors d’une augmentation de la pression intraluminale,
il y avait une contraction de I’artére et une relaxation lorsque cette pression diminuait (Bayliss
1902). C’est cette propriété contractile des cellules musculaires lisses vasculaires qui détermine
le tonus myogénique et qui permet une régulation rapide de la pression. Ayant constaté que lors
de manceuvres prudentes afin de conserver I’intima intact durant la préparation tissulaire,
I’acétylcholine provoquait une vasodilatation au lieu d’une vasoconstriction, Robert Furchgott
suggéra le role de I’endothélium dans la relaxation des cellules musculaires lisses (Furchgott and
Zawadzki 1980). L’endothélium qui caractérise I’intima est en contact direct avec le flux sanguin
et posséde des propriétés sécrétoires entre autres, ’endotheline 1, la thromboxane A2, le peptide
natriurétique de type C (CNP) ou encore, le monoxyde d’azote (NO) qui vont agir sur le
diameétre vasculaire. Quant a ’adventice, elle est constituée d’un réseau de collagénes et de fibres
¢lastiques. Dans de plus gros vaisseaux, 1’adventice contient les vasa vasorum, qui servent de
support nutritif aux structures ¢loignées du flux sanguin, et les nervi vasorum qui permettent

I’innervation des vaisseaux.



1.2.1.1 Arteres et artérioles

Le calibre de l’artére détermine sa composition en fibre élastique, fibre de collagéne,
endothélium et en CMLV. L’aorte qui est une artére de gros calibre est composée d’environ 40%
d’¢lastine (Hosoda, Kawano et al. 1984, Brown and Zuo 1994) ce qui lui permet d’amortir le
débit sanguin élevé arrivant du cceur. Cela lui permet également de maintenir vers la périphérie,
un flot sanguin continu en emmagasinant le sang durant la systole, et en le redistribuant pendant
la diastole. Les arteéres de petit calibre sont principalement composées de cellules musculaires
lisses, et de ce fait jouent un rdle essentiel dans la régulation de la pression artérielle et par 1a
méme le flot sanguin, afin qu’il soit distribué selon les besoins des tissus (Hall 2006, Boron
2012).

1.2.1.2. Les capillaires

Ils sont le site principal pour les échanges de gaz, de nutriments et I’évacuation des
déchets. Le schéma classique artériole—réseau de capillaire—veinule peut varier d’un organe a un
autre selon les besoins particuliers de chaque tissu. A noter que leurs fonctions ne se résument
pas seulement aux mentions sus-citées, mais également dans d’autres fonctions clefs de
I’organisme comme par exemple la signalisation cellulaire ou encore la néovascularisation. Leurs
fonctions peuvent différer, dans le rein par exemple, les capillaires ont une fonction de filtration
glomérulaire (Hall 2006, Boron 2012).

1.2.1.3. Veines et veinules

Chez un individu pesant dans les 155 livres, la distribution du volume total de sang serait
de 85% dans la circulation systémique et 15 % dans le cceur et la circulation pulmonaire. 65%

du sang de la circulation systémique est principalement contenue dans les veines et les veinules.



Elles agissent ainsi comme étant un réservoir capable de redistribuer le sang selon les besoins de

la circulation (Hall 2006, Boron 2012).
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Figure 1: Structure d’une artere.
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1.3 La pression artérielle
La pression artérielle est une force dont se sert notre corps afin de propulser le sang dans
les différents tissus. Elle est régie par le débit sanguin, ainsi que la somme des résistances se

trouvant dans tous les vaisseaux qui est la résistance périphérique totale. L’une des bases



fondamentales pour la compréhension du systeme hémodynamique, et du débit du flux sanguin

continu qui régissent cette pression est la loi d’Ohms pour les liquides :

Ou F représente le flux sanguin, AP la différence entre 2 points de pression, I'un en amont (P;) et
I’autre en aval (P2), et R la résistance entre ces deux points. En réalité, le systéme vasculaire
n’est pas un réseau de tubes rigides, d’autres facteurs entrent dans sa composition, entre autres, la
consistance du liquide qui y coule, le changement du diametre des tubes qui le composent et leur
longueur. La loi de Poiseuilles prend justement en considération ces facteurs et se présente

comme suit :

De cette équation, nous pouvons constater que plus la longueur d’un vaisseau (1) et la viscosité
sanguine (n) sont élevées moins le débit sanguin sera important (car la résistance R sera

augmentée) et inversement pour le rayon (r) (Badeer 2001).

1.3.1 Mécanismes de controle de la pression artérielle
Notre organisme est en perpétuel changement et de par la méme le sont nos besoins. Nos
exigences selon que nous soyons endormis, lors du sport, ou soyons en train de rédiger un

mémoire, ne sont pas les mémes. De ce fait, il existe des systémes régulateurs permettant le



controle de ces variations : le systéme de régulation a court terme et le systéme de régulation a
moyen et long terme (Boron 2012).
1.3.1.1 Régulation a court terme
1.3.1.1.1 Mécanismes nerveux

Ce contrdle s’effectue presque entierement via le systéme nerveux autonome. Il fait appel
au centre vasomoteur, aux barorécepteurs, aux chémorécepteurs et aux muscles lisses
vasculaires. Le centre vasomoteur est situé¢ dans la formation réticulée du bulbe rachidien. Ce
centre contrdle le cceur par des influx parasympathiques via le nerf vague et tous les vaisseaux
sanguins par des influx sympathiques via la moelle épinicre et les nerfs périphériques. Il peut étre
divisé en trois aires importantes: 1) I’aire vasoconstrictrice, comme son nom I’indique a pour
principale fonction d’exciter les fibres vasoconstrictrices préganglionnaires du systéme
sympathique, 2) ’aire vasodilatatrice, dont les fibres inhibent 1’aire vasoconstrictrice et enfin 3)
’aire sensitive qui regoit principalement des signaux du nerf glossopharyngien et du nerf vague
contrdle I’aire vasoconstrictrice et vasodilatatrice. L’aire sensitive est également responsable du
réflexe des barorécepteurs (Boron 2012).

Lors du passage de la position couchée a la position debout, il s’en suit une fluctuation
rapide et importante de la distribution du sang dans notre corps. Cette brusque variation va
activer le centre vasomoteur bulbaire et inhiber le centre vagal, ce qui va provoquer une
vasoconstriction et une augmentation de la contraction du cceur. Ces mécanismes sont orchestrés
par les barorécepteurs, qui se situent au niveau du sinus carotidien et de la crosse aortique. Ce
sont des mécanorécepteurs sensibles aux variations d’étirements des parois vasculaires, ce qui
explique la présence de canaux cationiques non sélectifs de type TRP1 (Boron 2012). Ces

récepteurs induisent un feedback négatif lors de 1’augmentation de pression artérielle moyenne



avec vasodilatation et bradycardie, et un feedback positif lors de la baisse de la pression
artérielle moyenne avec une vasoconstriction et tachycardie. Les chémorécepteurs sont
¢galement situés dans la crosse aortique et le sinus carotidien, ils sont sensibles aux variations de
la pression partielle d'oxygene et de dioxyde de carbone ainsi que celle du pH. Dans le cas d’une
baisse de la pression partielle en oxygene (Po2 ), d'une diminution du pH ou d’une augmentation
de la Pcoz, la stimulation des chémorécepteurs va entrainer une vasoconstriction et une
bradycardie (Boron 2012).
1.3.1.2 Régulation a moyen et long terme

En 1972, Guyton et Coleman ont érigé les fondements du mod¢le informatique du controle
de la circulation sanguine qui a permis 1’exploration de la régulation de la pression artérielle et
du débit cardiaque. Ce modele fut primordial pour 1’étude du lien entre la pression artérielle,
I’équilibre sodique et a démontré I’importance cruciale du maintien de la balance hydro-sodée
rénale dans I’ajustement de la pression artérielle a long terme (Guyton, Coleman et al. 1972).

En plus du rdle du rein dans la régulation de la pression artérielle par le controle du liquide
extra cellulaire, on lui reconnait des proprié¢tés endocrines telles que: la conversion de la
25-hydroxyvitamine D en 1,25-dihydroxyvitamine D qui est le métabolite actif de la vitamine D,
formation de prostaglandines et de kinines, et 1’érythropoiétine qui est un facteur de croissance
impliqué dans la formation des érythrocytes (Hall 2006).

Le rein controle également la pression artérielle via la libération d’une enzyme qui est la
rénine. Cette dernicre entre en jeu dans le systéme rénine-angiotensine-aldostérone, et est stockée
dans les cellules granulaires de I’appareil juxta-glomérulaire. Lors de la baisse de la pression
artérielle, de la diminution de la concentration de NaCl, ou encore de baisse de la perfusion

rénale, la rénine libérée dans la circulation va cliver 1’angiotensinogéne, ce qui produira de
b



I’angiotensine I. L’Ang I sera ensuite transformée en Ang Il par I’enzyme de conversion de
I’angiotensine. L’Ang II va palier a la baisse de la pression artérielle en induisant une
vasoconstriction des vaisseaux rénaux et systémiques, en augmentant la réabsorption rénale du
Na', en diminuant le taux de filtration glomérulaire et en agissant sur la relache de I’hormone
anti-diurétique (ADH) aussi connue sous le nom de arginine vasopressine au niveau de la
pituitaire (Hall 2006, Boron 2012).

Les neurones magnocellulaires situés au niveau des noyaux supraoptiques et
paraventriculaires, sécrétent et transportent la vasopressine jusqu’a la posthypophyse pour y étre
sécrétée. Ces neurones sont également sensibles aux variations de fluides et d’¢électrolytes et vont
libérer de la vasopressine, tout en augmentant les afférences sympathiques rénales afin de
corriger la balance (Bourque 2008, Toney and Stocker 2010). Les peptides natriurétiques,
I’endothéline, les catécholamines (adrénaline et noradrénaline), 1’histamine, la sérotonine et le
monoxyde d’azote (NO) entrent également en jeu lors de la régulation de la pression artérielle
(Hall 2006, Boron 2012).

2. L’hypertension artérielle

L’augmentation chronique de la valeur de la pression artérielle systolique > a 140 mm Hg
et de la pression diastolique > a 90 mm Hg définit ’hypertension artérielle. Environ 20% de la
population canadienne adulte souffre d’hypertension artérielle (McAlister, Wilkins et al. 2011,
Robitaille, Dai et al. 2012) et affecte 40% de la population adulte mondiale (Chow, Teo et al.
2013) et compte pour environ 13 % des déces.(WHO 2002, WHO 2009)

Si non traitée, I’hypertension artérielle peut mener entre autres a des risques de maladies
coronariennes (Amery, Birkenhager et al. 1985), des accidents vasculaires cérébraux

(NIH)(1991), des insuffisances cardiaques (Kearney, Whelton et al. 2005) et rénales (Bakris,
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Ritz et al. 2009) et a des rétinopathies (Walsh 1982). Les risques de souffrir de I’hypertension
artérielle augmentent avec 1’dge. Comme 1’a démontré la Framingham Heart study, la
probabilité que des individus d’age moyen ou plus développent & un moment ou a un autre de
leur vie de I’hypertension artérielle est de 90%, ce qui représente un probléme de santé publique
non négligeable.

Il existe deux types d’hypertension artérielle, I’hypertension essentielle et 1’hypertension
secondaire. L. hypertension secondaire a des causes identifiables, pour n’en citer que quelques-
unes : I'apnée du sommeil, les pathologies rénales, 1I’hyperaldostéronisme primaire, les atteintes
thyroidiennes, le phéochromocytome et la coarctation de 1’aorte. L hypertension essentielle
quant a elle constitue la vaste majorité des hypertensions environ 95%. Bien qu’il existe des
mesures préventives qui tendent & diminuer les risques du développement de 1’hypertension,
comme la diminution de I’apport en sel, une activité physique réguliére, une consommation
modérée d’alcool, I’arrét du tabac ou encore une meilleure gestion du stress, ces mesures sont
fastidieuses et ne sont pas toujours définitives, de plus un traitement pharmacologique doit étre
instauré lorsque les valeurs de la pression artérielle sont a un stade dangereux.

Les médicaments antihypertenseurs sont adaptés selon les différents facteurs impliqués
dans la régulation de la pression artériclle. On compte parmi les différentes classes
médicamenteuses : 1) les diurétiques : incluant les diurétiques thiazidiques et les diurétiques de
I’anse ;2) les béta bloquants dit cardio-sélectifs qui antagonisent préférentiellement les récepteurs
beta 1 adrénergiques ; 3) les inhibiteurs calciques qui peuvent étre divisés en dihydropyridines et
non- dihydropyridines, et qui agissent en diminuant la résistance vasculaire périphérique ; 4) les
inhibiteurs de I’enzyme de conversion de I’angiotensine qui sont donnés en premier choix

lorsqu’il existe des pathologies associées, comme le diabéte ou encore I’insuffisance cardiaque
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et 5) les antagonistes des récepteurs de I’angiotensine II qui jouent un réle particulier dans la
réduction du risque d’accidents vasculaires cérébraux et ainsi que dans la réduction de
I’hypertrophie du ventricule gauche (Brunner and Gavras 2002).

2.1 Physiopathologie de I’hypertension artérielle

On compte parmi les principaux mécanismes physiopathologiques de I’hypertension
artérielle :
1) Une hyperactivité du systéme nerveux sympathique, qui en engendrant une augmentation de la
résistance périphérique vasculaire, du débit cardiaque et une rétention liquidienne contribue au
développement et au maintien de I’hypertension artérielle (Grassi, Bertoli et al. 2012).
2) Une hyperréactivité vasculaire chez les patients souffrants d’hypertension artérielle, et qui se
traduit par une résistance vasculaire, ainsi qu’une augmentation de la pression artérielle
exagérée, lors d’une injection par de la norépinephrine (Ziegler, Mills et al. 1991).
3) Le systéme rénine-angiotensine-aldostérone par la sécrétion d’ Ang II, provoque la contraction
des vaisseaux, augmente la stimulation sympathique, induit la sécrétion d’aldostérone et
d’hormones antidiurétiques ainsi que la réabsorption sodique. De plus I’Ang II peut également
créer une hyperprolifération des cellules cardiaques et vasculaires via la stimulation de différents
facteurs de croissance et de kinases (McConnaughey, McConnaughey et al. 1999).
4) Le syndrome métabolique est une association d’insulino-résistance, de dyslipidémie et
d’hypertension artérielle. Ces facteurs de risques sont concomitants et augmentent la probabilité
de maladies cardiovasculaires (Yanai, Tomono et al. 2008).
5) L’augmentation de la rigidité artérielle avec 1’age qui traduit un manque d’¢lasticité dd, entre
autres, a des dépots de collagénes et a une altération des fibres d’¢lastines au niveau de la media

(Oparil, Zaman et al. 2003).
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6) Le remodelage vasculaire, par I’atteinte des structures, des fonctions et des propriétés
mécaniques des artérioles, est au centre méme de 1’augmentation des résistances vasculaires
périphériques qui caractérisent I’hypertension artérielle (Schiffrin 2012).
7) L’hérédité est également impliquée dans le développement de I’hypertension artérielle de par
le fait que plusieurs mutations génétiques causent un trouble de la régulation de la pression
artérielle (Lifton, Gharavi et al. 2001, Wilson, Disse-Nicodeme et al. 2001). Le syndrome de
Liddle qui en est un exemple, rare mais cliniquement primordial, induit une rétention sodique
importante et qui est dii @ une mutation des canaux sodiques (Shimkets, Warnock et al. 1994).
Les mécanismes physiopathologiques complexes qui régentent 1’¢lévation de la pression
artérielle comme le démontre la figure 2, font en sorte qu’une approche basée sur une
thérapeutique antihypertensive sélective, est rarement fructueuse chez les patients hypertendus.
2.2 L’hyperprolifération des cellules musculaires lisses et le remodelage vasculaire

Le remodelage vasculaire est un phénoméne complexe qui implique un changement
structurel au niveau de nombreux processus cellulaires tels que: la croissance, la migration, la
prolifération et ’apoptose. Ce dernier, qui est un mécanisme de mort cellulaire régulé par des
geénes promoteurs/inhibiteurs (Elmore 2007), est un aspect non négligeable dans le mécanisme
du remodelage vasculaire et ’hypertension. En effet, ce phénoméne est accru dans les différents
tissus des modeles d’hypertension (Intengan and Schiffrin 2000). De nombreuses études lient le
remodelage vasculaire a 1’apoptose des CMLVs et peut étre observée a partir de la huitiéme
semaine chez certains modeles (Rizzoni, Rodella et al. 2000). Ce phénomene est d’autant plus
intéressant car il implique des stimuli tels que les peptides vasoactifs ainsi que le stress oxydatif
(Yamada, Horiuchi et al. 1996, Cattaruzza, Dimigen et al. 2000, Irani 2000). De plus, les effets

thérapeutiques de nombreux anti-hypertenseurs comme les inhibiteurs calciques et les inhibiteurs
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de I’enzyme de conversion ont été liés a une action apoptotique (Goldenberg, Grossman et al.
2001, Bishopric 2002, Harr and Distelhorst 2010). Bien que ce phénoméne soit probablement

impliqué dans le remodelage vasculaire, il ne sera pas abordé en détails dans cette étude.

Les changements liés au remodelage vasculaire, sont le résultat d’une interaction entre des
substances vasoactives, des facteurs de croissances, des stimuli hémodynamiques et qui peuvent
par la suite contribuer a la physiopathologie des maladies vasculaires (Intengan and Schiffrin
2001). Une augmentation de la résistance vasculaire principalement au niveau des petites artéres
et des artérioles, car elles sont plus sensibles aux stimuli vasoconstricteurs, est au coeur de de la
théorie du remodelage vasculaire et de ’apparition de ’hypertension artérielle (Berne 2001). Les
cellules musculaires lisses vasculaires (CMLVs) sont prépondérantes au niveau de ces vaisseaux
pré-capillaires, et sont capitales dans le développement de la résistance périphérique. En effet, les
CMLVs subissent une hyperplasie, qui est 'augmentation de la division cellulaire et qui est
associée a un accroissement de la synthése d’ADN, et une hypertrophie, qui est associé¢e a
I’augmentation du volume cellulaire, et qui auront pour conséquence de conduire a un diameétre
luminal plus étroit (Mulvany, Baandrup et al. 1985, Korsgaard, Aalkjaer et al. 1993). Le role des
CMLVs dans I’hypertension artérielle n’est plus & démontrer (Intengan and Schiffrin 2001) et
plusieurs études ont rapporté que les changements phénotypiques des CMLVs étaient a la base
méme du remodelage vasculaire (Contard, Sabri et al. 1993, Li, Simon et al. 2000, Umemoto,
Kawahara et al. 2006, Shinzato, Ohya et al. 2007). S’ajoute a cela le fait que de nombreuses
¢tudes ont démontré une augmentation de la prolifération des CMLVs dans des modeles
d’hypertension arterielle (Jing, Zhang et al. 2006, Iyer, Chan et al. 2010, Liu, Hitomi et al. 2010).
Cependant les mécanismes de signalisation cellulaire menant a ces changements demeurent

Incertains.
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Figure 2 : Les mécanismes physiopathologiques de I’hypertension
Source : (Oparil, Zaman et al. 2003)
2.3 Les rats spontanément hypertendus : un modele d’hypertension
Le modele de rats spontanément hypertendus (RSH) est un modele analogue a
I’hypertension essentielle chez I’humain. Ce modéle génétique a été créé a la suite de croisement
de rats Winstar kyoto (WKY) ayant des valeurs élevées de pression artérielle (Okamoto and
Aoki 1963). Notons I’intérét d’utiliser les modeles de rats WKY comme groupe contrdle. Les
modifications artérielles que subissent les humains entre autres, le remodelage vasculaire,
I’augmentation du ratio media/lumiére ont également été observées chez les RSH (Intengan and
Schiffrin 2000, Hughes and Bund 2004). Ces similitudes rendent trés intéressante 1’étude des
mécanismes menant au remodelage vasculaire sous toutes ses perspectives, autant du point de

vue de ’hyperprolifération que celui de I’hypertrophie des CMLVs.
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3. Les mécanismes moléculaires impliqués dans I’hypertension et le remodelage vasculaire

L’homéostasie est le controle et le maintien d’un équilibre de nos parametres vitaux, et la
régulation de la pression artérielle en est le parfait exemple. Ce systéme permet une adaptabilité
relativement flexible. Cela étant dit, si les stimuli tendent plus d’un c6té de la balance que de
I’autre, le déséquilibre aura éventuellement lieu. En effet, les molécules pro-hypertensives
favorisent la vasoconstriction, ainsi que I’hypertrophie et la prolifération des CMLVs, via
différents mécanismes. Elles agissent soit directement a I’intérieur de la cellule, soit sur des
récepteurs situés a la surface cellulaire. Ces récepteurs vont par la suite traduire le message en
activant différentes voies de signalisation cellulaire (Berne 2001, Voet 2008).

3.1 Les peptides vasoactifs

Ce sont des peptides qui peuvent réguler la pression artérielle en agissant sur le tonus
vasculaire des artéres et des veines. Parmi les principaux vasopeptides, 1’on compte
I’angiotensine et I’endothéline. Ces molécules ne sont pas libérées dans leur forme active mais
plutét en tant que précurseur. Afin de pouvoir agir sur leurs cibles, une enzyme procéde au
clivage des peptides vasoactifs, les rendant ainsi capables de produire leurs effets avant d’étre
dégradés. Plusieurs études ont démontré un niveau ¢levé de ces vasopeptides dans des modeles
d’hypertension (Morishita, Higaki et al. 1992, Iglarz and Schiffrin 2003, Kirchengast, Witte et al.
2005, Jesmin, Zaedi et al. 2006) et la majorité des récepteurs de ces vasopeptides sont couplés a
des protéines G (Callera, Tostes et al. 2007).

3.1.1 Les récepteurs a ’angiotensine et leurs voies de signalisation

Le systéme rénine-angiotensine-aldostérone (RAA) controle la production systémique

d’Ang II qui est considérée comme le principal effecteur de ce systéme. L’a2-globuline

angiotensinogeéne, qui est clivée par la rénine dans la circulation sanguine va produire le
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précurseur inactif Ang I. Ce dernier sera transformé en Ang II par I’enzyme de conversion de
I’angiotensine (ECA) qui est un ectoenzyme transmembranaire trés présent au niveau de la
vascularisation pulmonaire (Caldwell, Seegal et al. 1976). Il existe également une sécrétion
endogeéne de I’angiotensine II par les vaisseaux (Toda, Ayajiki et al. 2007). En effet, toutes les
composantes du systeme RAA, a ’exception de la rénine, sont présents au niveau des vaisseaux,
et la conversion de Ang I en Ang II peut étre catalysée par des enzymes autres que 'ECA
comme la cathepsine G, la chymase mastocytaire ou encore I’enzyme génératrice d’Ang II
sensible a la chymostatine (CAGE). D’autres molécules sont également capables de cliver I’Ang
I depuis I’angiotensinogéne comme I’activateur tissulaire du plasminogene et les tonines. Jusqu’a
présent, deux récepteurs a I’Ang II ont pu étre identifiés : AT1 et AT2. Les récepteurs AT1 et
AT2 sont les mieux connus et les plus étudiés. Le récepteur AT1 a été cloné initialement dans les
CMLVs des RSH (Murphy, Alexander et al. 1991, Sasaki, Yamano et al. 1991) tandis que le
récepteur AT2 a été cloné dans des tissus feetaux de rats ainsi que dans une lignée cellulaire de
phéochromocytome chez le rat (Kambayashi, Bardhan et al. 1993, Mukoyama, Nakajima et al.
1993). Le récepteur AT1 est principalement exprimé au niveau des CMLVs mais également au
niveau cardiaque, pulmonaire, rénal et cérébral. L expression de ce récepteur est régulée par de
nombreux facteurs qui jouent un réle dans la fonction cardiovasculaire, comme les facteurs de
croissance, les  interleukines,  I’hypoxie,  I’hyperglycémie et bien  d’autres.
L’hypercholestérolémie induit également une surexpression du récepteur AT1 (Strehlow,
Wassmann et al. 2000), contribuant d’avantage dans ’hypertension artérielle.

Le récepteur AT1 est couplé aux protéines G et peut interagir avec Gai et Gq. Son
activation par I’Ang II lorsqu’il est couplé a Gai inhibe 1’activité de I’adénylate cyclase (Anand-

Srivastava 1983) et peut réguler certains canaux calciques voltages-dépendants de type L et T
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(Lu et al., 1996; Maturana et al., 1999). Quand le récepteur AT1 est li¢ a Gq, il se produit une
activation de la phospholipase C menant a la production de DAG et IP3 et a la relache de
calcium intracellulaire. Ces derniers activent la protéine kinase C (Sayeski, Ali et al. 1998,
Mehta and Griendling 2007). De plus, I’activation du récepteur AT1 induit une phosphorylation
des tyrosines kinases responsables de la prolifération et de la croissance cellulaire. La liaison de
I’Ang II a son récepteur AT1 induit une suite de signalisation comme le montre la figure 3,
aboutissant a une prolifération excessive (Kaschina and Unger 2003), et au développement de

I’hypertension artérielle.
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Figure 3: Voies de signalisation de I’Ang II
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3.1.2 Les voies de signalisation des récepteurs a I’endothéline 1

L’endothéline (ET) est une hormone vasoactive polypeptidique composée de 21 acides
aminés, produite par les cellules endothéliales vasculaires. Puissant vasoconstricteur,
I’endothéline agit via deux types de récepteurs couplés aux protéines G : ETa et ETg (Pollock
2005). Le récepteur ETa est couplé aux protéines Gq, G12 / G13 et Gai et agit sur les voies de la
PLC, de la RhoA et inhibe 1’adenylate cyclase, respectivement. Il est exprimé en grande partie au
niveau des CMLVs. Le récepteur ETg quant a lui, est exprimé au niveau des CMLVs, ou il est
couplé a Gq et Gai, et au niveau des cellules endothéliales. Cependant, son activation au niveau
des cellules endothéliales entraine une production de monoxyde d’azote et une vasorelaxation
(Hynynen and Khalil 2006). L’endothélium vasculaire et les CMLVs produisent a la fois le
précurseur de I’ET-1, la pré-pro-endothéline qui est clivée en pro-endothéline, mais aussi
I’enzyme de conversion de I’endothéline (ECE) qui convertit la pro-endothéline en endothéline
(Hahn, Resink et al. 1990, Shimada, Takahashi et al. 1994, D'Orleans-Juste, Plante et al. 2003).
Plusieurs pathologies cardiovasculaires incluant I’athérosclérose, ’hypercholestérolémie, ainsi
que I’hypertension artérielle sont associées a un exces de production de ’ET-1 (Stow, Jacobs et
al. 2011).

Des niveaux ¢élevés d’endothéline-1 plasmatique sont retrouvés dans des modeles
d’hypertension artérielle (Schiffrin 1995, Schiffrin 2001). Ces derniers, ont démontré une
augmentation dans la résistance des artéres périphériques, ainsi que des modifications de
’architecture vasculaire. Les antagonistes du récepteur de ’ETa ont induit une diminution de la
pression artérielle systolique, et s’avérent &tre une possible approche thérapeutique dans

I’hypertension artérielle (Epstein 2008).
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3.1.3 Role des peptides dans la prolifération cellulaire

De nombreuse études attribuent aux vasopeptides tels que ’Ang II et ’ET-1, en plus de
leurs actions vasomotrices, de effets prolifératifs sur les CMLVs impliquant ainsi leur role dans
le remodelage vasculaire (Li, Tong et al. 2010, Thorin and Clozel 2010, Kitada, Ohkita et al.
2012, Bhaskaran, Zaluski et al. 2014, Yang, Liu et al. 2014). En effet, des niveaux augmentés
d’Ang II et d’ET-1 ont été rapportés dans différents modeles d’hypertension (Morishita, Higaki
et al. 1992, Jesmin, Zaedi et al. 2006). Le traitement des cellules de types A10 par I’Ang II a
démontré une augmentation de leurs proliférations. De plus, I'utilisation de I’antagoniste du
récepteur AT-1, le losartan, a induit une diminution de la prolifération des CMLVs des RSH
(Bravo, Somoza et al. 2001, Li, Levesque et al. 2010). Les effets prolifératifs de I’endothéline-1
sur les CMLVs ont été rapportés (Yogi, Callera et al. 2007, Ljuca and Drevensek 2010) et ont
impliqués I’activation des voies MAPK et la PI3K (Hashim, Li et al. 2006). L’ET-1 induit
¢galement une activation du PKB et augmente 1’expression du régulateur de transcription (Erg-1)
qui joue un rdle important dans la prolifération des CMLVs (Battistini, Chailler et al. 1993,
Bouallegue, Daou et al. 2007). Cette implication par ailleurs, a ét¢ démontrée par Lu et ses
collegues lors de I'utilisation d’anticorps anti ET-1 ainsi que de BQ123 et BQ788 qui sont des
antagonistes des récepteurs ET-A et ET-B, respectivement, lequels ont atténué la prolifération
¢levée des CMLVs des RSH (Lu, Chao et al. 2006).

3.2 Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG)

Avec prés de 800 geénes codants, la famille des récepteurs a 7 passages transmembranaires
est la plus grande et la plus ubiquitaire des familles de protéines membranaires (DeVree,
Mahoney et al. 2016). Ces récepteurs sont aussi connus sous le nom de récepteurs couplés aux

protéines G (RCPG) car la plus part d’entre eux activent des protéines G afin de transmettre leurs
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signaux. Plusieurs signaux peuvent activer les RCPG tels que des acides aminés, des
glycoprotéines, la lumiére, des peptides et des phospholipides. Les RPGC sont constitu¢s d’une
succession d’acides aminés, formant au niveau extracellulaire une partie N-terminale glycosilée
et contenant des ponts disulfures servant a stabiliser le récepteur et le domaine de liaison du
ligand, et des boucles intracellulaires qui jouent un role dans I’interaction avec les protéines G
et qui aboutissent a une partie C-terminale. Leur but est de traduire I’information fournie par le
milieu extracellulaire, en modifiant leur configuration spatiale qui se transmet jusqu’aux boucles
intracellulaires, et a la partie C-terminale. Ce changement aboutit a la production de seconds
messagers intracellulaire via les protéines G. La partie C-terminale et les boucles intracellulaires
sont ¢également le site de phosphorylation par des seconds messagers protéines kinases
dépendants ainsi que par des kinases régulatrices des protéines G au niveau de résidus sérines et
thréonines. Ces phosphorylations menent a la désensibilisation qui est un mécanisme de
feedback important qui permet de prévenir une sur-stimulation du récepteur (Ferguson 2001,
Pierce, Premont et al. 2002, Krauss 2008).

3.2.1 Les protéines G

Les guanine nucleotide binding proteins ou protéines G, sont essentielles a la transduction
des voies de signalisation et jouent un role primordial dans la spécificité et la durée de la réponse
cellulaire. Les protéines G existent sous trois classes différentes: hétérotrimériques,
monomériques et facteurs d’¢longation. Les protéines G hétérotrimériques sont couplées aux
RCPG et sont composées de trois sous-unités o 3 y. Les différentes structures cristallisées de la
sous-unité Ga. démontrent des structures tridimensionnelles similaires composées d’un domaine
GTP ase et d’un domaine hélicoidal. Le domaine GTP ase est similaire chez tous les membres de

la famille des protéines G incluant les protéines G monomériques et facteurs d’élongation
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(Sprang 1997, Oldham and Hamm 2006). Ce domaine est compos¢ de six feuillets B entourés par
cing hélices a. Il permet d’hydrolyser la GTP et offre un site de liaison pour le dimer Gy, pour
les protéines effectrices ainsi que les RCPG. Le domaine GTP ase contient également trois
boucles flexibles dénommées switch I, II, III qui ont permis de mettre en évidence des
changements conformationnels significatifs entre les sous-unités Ga liés au GDP et ceux liés au
GTP (Noel, Hamm et al. 1993, Coleman, Berghuis et al. 1994, Lambright, Noel et al. 1994,
Mixon, Lee et al. 1995).

Quant au domaine hélicoidal, il est composé de six hélices alpha formant un véritable socle
au-dessus du site de liaison nucléotidique. I1 a pour principales fonctions d’augmenter I’affinité
de Ga pour les guanines nucléotides ainsi que I’activit¢ GTP hydrolytique de la protéine
(Warner, Weng et al. 1998, Remmers, Engel et al. 1999). Les sous-unités 3 et y de la protéine G
forment une unité fonctionnelle qui n’est dissociable que par dénaturation (Schmidt, Thomas et
al. 1992). Malgré que I'interaction de la plus part des sous-unités [ peut s’effectuer avec les
sous-unités v, les différentes combinaisons des 60 diméres ne sont pas toutes possibles (Clapham
and Neer 1997), et les multiples diméres G-B-y peuvent interagir avec le méme isoforme de Ga
(Graf, Mattera et al. 1992), ce qui porte a croire que la localisation subcellulaire ou encore
I’expression différentielle pourrait déterminer la spécificité de la signalisation.

Comme démontré dans la figure 4, lors de la stimulation du RCPG par un ligand, la
protéine G subit un changement conformationnel qui va substituer son GDP par un GTP au
niveau de Ga, ce qui va provoquer une dissociation de la protéine G en deux sous-unités Ga et
GPy. Ces deux composantes vont par la suite interagir avec des effecteurs afin de contribuer a la
production et I’activation des seconds messagers. La sous-unité Ga posseéde une activit¢ GTP ase

intrinséque lui permettant d’hydrolyser la GTP en GDP et en phosphate inorganique ce qui met
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fin a son état actif et la réassocie a GPy ainsi qu’au RCPG dans I’attente d’une nouvelle

stimulation (Neer 1995).

Effectors Effectors
(PKA, PYK (PI3K, GRK,
Sre, MEKS, et al) GIRK, et al.)

Figure 4 : Activation du RCPG
Source : (Belmonte and Blaxall 2011)

3.2.2 Classification des protéines G

Les protéines G hétérotrimériques sont généralement divisées en quatre grandes
catégories dépendamment de leur sous-unité Go qui leur confeérent leur spécificité: Gas, Gai,
Gaq et Ga12 (Simon, Strathmann et al. 1991).

La protéine Gas est, comme son nom I’indique, stimulatrice et selon le clonage
moléculaire, peut étre divisée en quatre formes : Gos-1, Gos-2, Gos-3, Gos-4 (Zou, Shi et al.
1996). Lorsque Gas est activée, elle stimule positivement 1’adénylate cyclase (AC) qui a son tour
provoque une augmentation du taux d’AMPc qui interagira avec différentes protéines en aval

pour produire de multiples effets. La toxine du choléra (CT) induit une stimulation soutenue de
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’activité de la Gas en provoquant une ADP-ribosylation (Offermanns 2003). La protéine Gai est
composée de trois sous familles Gai-1, Gai-2, Gai-3. A Pinverse de Gos, la Gai inhibe Pactivité
de I’AC, réduisant ainsi le niveau d’AMPc intracellulaire et tous les effets qui s’en suivent. La
protéine Gai interagit ¢galement avec d’autre voies de signalisation comme la
phosphatidylinositol 3 kinase (PI3K), mitogen-activated protein kinase (MAPK) ou encore la
phospholipase A2 (PLA2). Cette protéine est sensible a 1’ADP-ribosylation par la toxine

pertussique (PTX) qui va inactiver Gai (Hsia, Moss et al. 1984).

La protéine Gq entraine une stimulation de la phospholipase C (PLC) qui va par la suite
transformer le phosphatidylinositol-4,5-biphosphate (PIP2) en inositol-1,4,5-triphosphate (IP3) et
diacylglycérol (DAG). Le IP3 via son récepteur situé¢ sur la membrane du réticulum
endoplasmique (IP(3)R) mobilise les réserves de Ca®" (Mikoshiba 2007), et le DAG active une
protéine kinase calcium-dépendante (PKC) (Hendriks-Balk, Peters et al. 2008). Bien que les
protéines G12 ont démontré un réle dans I’inhibition de la survie cellulaire (Berestetskaya, Faure
et al. 1998, Radhika and Dhanasekaran 2001), leurs mécanismes demeurent a étre éclairci (Wu,
Tam et al. 2006).

3.2.3 Role des protéines G dans I’hypertension artérielle

Plusieurs études ont démontré une relation entre I’hypertension artérielle et un niveau de
protéine G altéré au niveau des cellules cardiaques (Thibault and Anand-Srivastava 1992, Brinks
and Eckhart 2010). En effet, les tissus aortiques et cardiaques de RSH ainsi que d’autres mod¢les
de rats hypertendus ont démontré une expression élevée des protéines Gai2 et Gai3 en
comparaison a des rats normotendus (Anand-Srivastava, Picard et al. 1991, Bohm, Gierschik et
al. 1992, Ge, Garcia et al. 1999, Ge, Garcia et al. 2006), par contre les niveaux de protéines Gos

n’étaient pas affectés chez les RSH et chez les rats 1K1C (Anand-Srivastava, Picard et al. 1991,
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Anand-Srivastava 1992). Il est intéressant de noter que des études ont démontré que la
surexpression des protéines Gai2 et Gai3 précede I’apparition de I’hypertension (Marcil,
Thibault et al. 1997). Les résultats de Triggle et Tabrizchi ont démontré que le traitement de
RSH adultes par la toxine pertussique résultait en une diminution de la pression artérielle
(Triggle and Tabrizchi 1993). De plus, Li et Anand-Srivastava ont prouvé qu’une simple
injection de toxine pertussique prévenait contre I’apparition de I’hypertension chez des rats pré-
hypertendus agés de 2 semaines, et que cette diminution de pression était associée ¢galement a
une baisse de surexpression de protéines Gai2 et Gai3 (Li and Anand-Srivastava 2002). Li et
Anand-Srivastava ont également démontré que I’hyperprolifération des CMLVs observée chez
les RSH en comparaison avec les WKY, était liée a une surexpression de protéines Gai2 et Gai3,
car le traitement par la toxine pertussique a diminué le niveau d’expression de protéines Gai et a
réduit le surprolifération des CMLVs chez les RSH (Bou Daou, Li et al. 2016). Ce lien entre
prolifération cellulaire et protéines Gai a également été démontré entres autres par Moxham et al.
ainsi que par McKillop et al. (Moxham, Hod et al. 1993, McKillop, Schmidt et al. 1999, Minetti,
Feige et al. 2014).
3.3 La voie de signalisation des récepteurs des facteurs de croissance
3.3.1 Les récepteurs des facteurs de croissance

3.3.1.1 Description générale

Les récepteurs des facteurs de croissance font partie de la famille des récepteurs tyrosines
kinases (RTK). Ce sont des protéines a un seul passage transmembranaire, avec au niveau de la
partie extracellulaire un domaine N-terminal pour la liaison du ligand, a la partie membranaire
une seule hélice alpha, et au niveau intracellulaire un domaine C-terminal ayant une activité

tyrosine (Alberts 2002, Karp 2013). Les récepteurs des facteurs de croissance sont capables
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d’engendrer la prolifération, la différentiation cellulaire et la croissance. Lors de la liaison du
ligand a son récepteur, ce dernier va subir une homo- ou une héterodimérisation qui va d’une
part stimuler son activité catalytique intrinseque, et de ’autre part phosphoryler des tyrosines qui
servent de site de reconnaissance et de recrutement pour des protéines adaptatrices (Kazlauskas
and Cooper 1989, Roepstorff, Grovdal et al. 2008). Ces protéines adaptatrices contiennent des
domaines de reconnaissance des tyrosines phosphorylées tels que le domaine SH2
(SrcHomology 2) ou le Grb2 (de I’anglais Growth factor receptor-bound protein 2) et sont
nécessaires a la transduction du signal. Parmi ces protéines adaptatrices on peut trouver : PLCyl,
PI3K, GRB2 ou encore le She (Kelly, Haldeman et al. 1991, Ferguson, Berger et al. 2003). Une
fois le récepteur activé, une cascade de signalisation va s’en suivre, qui aboutira au contrdle des
facteurs de transcription responsables, entre autres, de la prolifération de la cellule (Alberts
2002).

Les récepteurs des facteurs de croissance épidermique (EGF-R de I’anglais epidermal
growth factor receptor) sont des glycoprotéines de 170 kDA et peuvent étre divisés en quatre
membres: ErbB1, ErbB2, ErbB3 et ErbB4 (Roepstorft, Grovdal et al. 2008). L’EGF-R peut étre
activé par tous les membres de la grande famille de EGF : EGF, le facteur de croissance
transformant o (TGF-a) et le facteur de croissance analogue a 'EGF liant 'héparine (HB-EGF)
(Lee, Fenton et al. 1995). La protéine adaptatrice Grb2 est recrutée lors de I’activation du
récepteur EGF-R. La Grb2 via son domaine SH2 se connecte sur les séquences
phosphotyrosines. La Grb2, dans son état inactif, est souvent associée et li¢e a une autre protéine
appelée SOS. La protéine SOS agit en tant que transducteur du signal du récepteur EGF-R a la
voie des MAPK, via la protéine Ras (Dhillon, Hagan et al. 2007, Tidyman and Rauen 2009).

Parmi les cellules qui expriment ce récepteur 1’on trouve les fibroblastes, les cellules
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endothéliales et les CMLVs (Cohen 1960). L’activation de 'EGF-R résulte entre autres, a
I’activation de la MAPK, la voie de PLC, de PI3K et de c-Src, aboutissant ainsi a la réplication
cellulaire (Prenzel, Fischer et al. 2001).

Les facteurs de croissance dérivés des plaquettes (PDGF) exercent leurs effets sur deux
récepteurs tyrosines kinases de ~ 170 et 180 kDa, le PDGF-R-a et PDFG-R- 3 respectivement.
Les PDGF dont les isoformes PDGF-AA, PDGF-BB, PDGFAB, PDGF-CC et PDGF-DD sont
dimériques et composés de chaines polypeptidiques, PDGF-A, PDGF-B, PDGF-C et PDGF-D,
ils peuvent donc lier deux récepteurs simultanément. Le PDGF-R-a a une grande affinité pour
les chaines A et B du PDGF, tandis que PDFG-R- 3 a une grande affinité pour les chaines B
seulement. La partie extracellulaire des PDGF-R contient cinq domaines similaires a
I’hémoglobine et au niveau de la partie intracellulaire un domaine tyrosine kinase avec une
séquence caractéristique sans homologie aux autres kinases (Heldin and Westermark 1999,
Bergsten, Uutela et al. 2001, Gilbertson, Duff et al. 2001, Fredriksson, Li et al. 2004).

Les CMLVs expriment en grande partie les PDGF-R-f (Raines 1990, Heldin and
Westermark 1999). Les PDGF-R peuvent activer plusieurs voies de signalisation telles que PI3K,
MAPK, c-Src (Millette, Rauch et al. 2005, Chen, Zhou et al. 2007).

Le récepteur IGF-1R, de I'anglais insulin-like growth factor-1 est un tétramere qui contient
deux chaines a extracellulaires et deux chaines f intracellulaires qui partagent des fonctions et
des structures homologues avec les récepteurs a I’insuline (Hernandez-Sanchez, Werner et al.
1997). Le domaine tyrosine kinase, situé au niveau des chaines f3, est autophosphorylé lors de la
liaison de I'IGF (de I’anglais insulin growth factor). Lors de la transduction du signal, les
substrats des récepteurs a insuline tels que IRS-1 ou IRS-2 et le She, qui sont des protéines

adaptatrices, sont phosphorylés et peuvent activer les voies de signalisation des MAPK ou
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encore de PI3K (Oldham and Hafen 2003, Machado-Neto, Favaro et al. 2011, Hemmings and
Restuccia 2012).

3.3.2 La voie des MAPK

Les kinases des protéines activées par les mitogeénes (mitogen-activated protein kinases
MAPK) sont une famille de protéines serines/thréonines activées par des facteurs mitogenes. Les
MAPK sont constituées de trois voies de signalisation : la voie de ERK de I’anglais extracellular-
regulated kinase (avec ses isoformes p42 et p44), la voie de p38 et la voie de c-Jun N-terminal
kinase (Cargnello and Roux 2011). La voie de signalisation de MAPK est impliquée dans
plusieurs phénomeénes tels que la croissance, la prolifération, la migration, la différenciation et
I’apoptose (Mii, Khalil et al. 1996, Force and Bonventre 1998). Par ailleurs, une forte corrélation
entre la pathogénése ou la progression de plusieurs pathologies cardiovasculaires et une
activation inadéquate de cette voie a été évoquée dans de nombreuses publications (Muslin 2008,
Gehart, Kumpf et al. 2010, Ocaranza and Jalil 2010, Plotnikov, Zehorai et al. 2011). Les MAPK
peuvent étre activées par de nombreux stimuli comme par exemple les facteurs de croissance, les
peptides vasoactifs tels que 1’Ang II, les cytokines et différents stress cellulaires (Seger and
Krebs 1995, Kyriakis and Avruch 1996, Srivastava 2002, Blanc, Pandey et al. 2003).
L’activation de la MAPK aura pour effet de phosphoryler une petite protéine G, contenant une
chaine de 150 acides aminés et une masse de 21 kDa, la protéine Ras (Takai, Sasaki et al. 2001).
Cette phosphorylation est effectuée grace a un facteur d’échange de guanine, le SOS (Son of
sevenless), qui stimule 1’échange de Ras-GDP avec Ras-GTP (Li, Batzer et al. 1993). La Ras
GTP liée a la membrane va a son tour activer la protéine Raf qui est une MAPKKK. La Raf va
phosphoryler une MAPKK qui elle phosphoryle une MAPK comme le ERK1/2 (Haystead, Dent

et al. 1992, Moodie, Willumsen et al. 1993, McCormick 1994, Toney and Stocker 2010) .
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L’activation de la cascade de signalisation Ras-Raf-MEK-ERK aboutit a la
phosphorylation et a la translocation de ERK1/2 au niveau du noyau, afin de majorer 1’activité
transcriptionnelle des protéines de croissance menant ainsi a I’augmentation de la prolifération
cellulaire (Duff, Marrero et al. 1995, Brunet, Roux et al. 1999, Mebratu and Tesfaigzi 2009).

3.3.3 La voie de la Phosphoinositide 3-Kinase —AKT

Les phosphatidylinositol 3 kinases (PI3K) sont des lipides kinases qui contribuent a la
croissance, la prolifération, la différenciation, la mobilité cellulaire, 1’angiogen¢se et a la
transformation oncogénique.

Les PI3K sont divisées en trois classes : I, II et III. Les PI3Ks de classe I sont des protéines
hétérotrimériques comptant une sous-unité régulatrice (p85 o ou B, pSS5 y ou pl01) et une sous-
unité catalytique (p110a, B, 6 ou y) (Leevers, Vanhaesebroeck et al. 1999, Cantrell 2001, Oudit,
Sun et al. 2004). Cette classe est ubiquitaire et prédominante au niveau du systéme vasculaire et
peut étre activée par les récepteurs tyrosines kinases et par les RCPG. Un modé¢le d’activation
type de la PI3K a été congu pour la premiere fois sur des fibroblastes. Dans ce modele, la sous-
unité adaptatrice p85 recrute la sous-unité catalytique p110, qui a son tour interagit avec un
récepteur tyrosine kinase activé au niveau de la membrane plasmatique. Cette interaction du
complexe s’effectue grace a la haute affinité entre le domaine d’homologie SH2 du p85 et une
séquence de tyrosine phosphorylée au niveau du récepteur (Kazlauskas 1994, Pawson 1995).
Une fois le domaine catalytique pl10 recruté, il va phosphoryler la phosphatidylinositol
(PtdIns)(4,5)P2 en PtdIns (3,4,5)P3.

Le phosphatidylinositol 3, 4, 5-triphosphate (PIP3) est un important second messager qui
conduit a I’activation de plusieurs protéines kinases dont la protéine AKT aussi connue sous le

nom de protéine kinase B (PKB) ou encore la protéine ribosomale S6 kinase de 70 kDa
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(p70S6K) (Rameh and Cantley 1999, Oudit, Sun et al. 2004). L’AKT joue un réle important
dans I’inhibition de la mort cellulaire et la stimulation de la prolifération des CMLVs en
controlant également 1’expression de Bcl-2 et de c-Myec et en inhibant les caspases (Coffer, Jin et
al. 1998).

3.3.4 La voie de c-Src

C-Src tyrosine kinase est un membre important de la famille des tyrosines kinases
cytoplasmiques non-réceptrices. Elle est composée de deux domaines de liaisons, le SH2 et SH3,
d’une séquence de myristoylation au niveau N-terminal, d’un domaine kinase et d’'un domaine
non catalytique a la partie C-terminale (Bolen, Rowley et al. 1992). Dans un modéle humain, lors
de son état inactif la Tyr530 au niveau C-terminal de c-Src est phosphorylée et liée au domaine
SH2. Cette interaction ainsi que [’interaction avec le domaine SH3 diminuent I’accés des
substrats au domaine kinase. L’activation compléte de c-Src requiére la suppression de la
phosphotyrosine de la partie C-terminale, 1’ouverture de la structure c-Src et la phosphorylation
de la Tyr419 (Yeatman 2004).

La c-Src joue un role important dans plusieurs fonctions cellulaires incluant la
prolifération, la différentiation, la migration et la survie cellulaire par sa contribution & plusieurs
voies de signalisation comme celles de la PI3K, PLC, MAPK et celles des récepteurs des
facteurs de croissance (Bolen, Rowley et al. 1992, Prenzel, Zwick et al. 2000, Leu and Maa
2003, Touyz, Cruzado et al. 2003, Yeatman 2004, Scaltriti and Baselga 2006). En effet, il a d¢ja
¢té démontré non seulement que la phosphorylation de c-Src par I’Ang 1II via le récepteur AT1
peut par la suite activer a son tour la PI3K, la PLC mais ¢galement la MAPK et la NAD(P)H
oxydase qui contribuent a la prolifération cellulaire des CMLVs (Touyz, He et al. 2001) mais

aussi que I’inhibition de c-Src par PP2 peut réduire la synthése d’ADN au niveau des CMLVs
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des RSH suggérant ainsi son implication dans les phénomenes prolifératifs (Bou Daou, Li et al.
2016).

3.3.5 Les récepteurs des facteurs de croissance et la prolifération cellulaire

Les voies de signalisation des facteurs de croissance ont longtemps été¢ étudiées pour leurs
implications dans le développement et le maintien de la prolifération cellulaire (Brown and
Sacks 2008). En effet, les effets de la signalisation ERK1/2 au niveau des CMLVs contribuent au
remodelage vasculaire de par leurs effets migratoires et prolifératifs (Jing, Zhang et al. 2011, Su,
Xu et al. 2015). Comme I’a démontré Force et al., I’activation d’ERK1/2 joue un rdle central
dans 1’augmentation de la prolifération des CMLVs en cas d’hypertension (Force and Bonventre
1998). Les RSH qui démontrent des niveaux de peptides vasoactifs endogenes, comme I’ Ang 11
et PET1, plus élevés que chez WKY, démontrent également un taux de phosphorylation
d’ERK1/2 plus important au niveau des CMLVs (Lappas, Daou et al. 2005). Cette augmentation
des niveaux des peptides vasoactifs stimule ’hyperplasie des CMLVs par I’activation des voies
de la MAPK (Touyz, Deng et al. 1999, Touyz and Schiffrin 2004) qui sont impliquées dans la
prolifération cellulaire (Xu, Liu et al. 1996). Par ailleurs, Hashim et ses collégues ont démontré
que le traitement par I’inhibiteur de MEK1, le PD98059, réduit 1I’hyperprolifération induite par
I’Ang II dans un modele de cellules A10 (Hashim, Li et al. 2006).

Les voies de signalisation de PI3K/AKT sont aussi impliquées dans la prolifération
cellulaire et dans la transduction du signal impliquant I’ Ang II (Takahashi, Taniguchi et al. 1999,
Xu, Ouk Kim et al. 2000, Liu, Su et al. 2010). Etant donné que PI3K est capable de réguler en
amont ERK1/2, son activation est également importante dans la prolifération des CMLVs
(Saward and Zahradka 1997, Jiang, Li et al. 2014, Li, Chen et al. 2015). D’autres études ont

suggéré que la voie de PI3K/AKT est impliquée dans la promotion du passage des CMLVs d’un
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état quiescent a un état prolifératif (Liu, Su et al. 2010). De plus, la voie des PI3K peut étre
activée par les récepteurs tyrosines kinases, soit de manicre directe, soit a travers le recrutement
de la petite protéine G Ras (Katz, Amit et al. 2007).

La voie de c-Src participe également a la transduction du signal des facteurs de croissance
et est elle-méme impliquée dans la prolifération cellulaire par I’activation de ERK1/2 (Bolen,
Rowley et al. 1992, Touyz 2003, Marcotte, Smith et al. 2012). c-Src participe a la médiation de
la transactivation des récepteurs des facteurs de croissance par les RCPG (Yang, Lee et al. 2013,
Yang, Lin et al. 2015). Notons que les RCPG peuvent eux méme faire partie de I’assemblage
d’un complexe, qui aboutira a 1’activation des voies de signalisation mitogenes, comme dans le
complexe récepteur-B-arrestin—c-Src (DeWire, Ahn et al. 2007, Kim, Ahn et al. 2009). De plus,
de nombreuses études ont aussi suggéré que les RCPG nécessite la formation du complexe She-
Grb2-SOS, ainsi que I’activation des récepteurs tyrosines kinases, comme I’EGF-R et le PDGF-
R, afin de pouvoir activer les MAPK (Goldsmith and Dhanasekaran 2007, Little 2013).

3.3.6 La transactivation des récepteurs des facteurs de croissance

L’Ang II en activant les RCPG qui a leurs tour peuvent activer des tyrosines kinases
comme le EGF-R le PDGF-R et I'IGF-R ou encore des tyrosines kinases non réceptrices telles
que c-Src (Rozengurt, Sinnett-Smith et al. 2010, Magalhaes, Dunn et al. 2012, Cattaneo, Guerra
et al. 2014, Sur and Agrawal 2014). Ce phénomene de "cross talk" entre RCPG et RTK est connu
sous le nom de transactivation. La transactivation de ces tyrosines kinases stimule plusieurs voies
de signalisation comme la MAPK, la PI3K et la PKB. Plusieurs études ont déja démontré la
transmission du signal par les récepteurs des facteurs de croissance EGF-R et PDGF-R suite a
une stimulation des CMLVs par I’ET-1 ou I’activation du récepteur AT1 (Shichiri, Yokokura et

al. 2000, Pierce, Tohgo et al. 2001, Gao, Hansen et al. 2006, Ohtsu, Dempsey et al. 2006). En
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effet, ’Ang II et PET-1 induisent une transactivation des récepteurs des facteurs de croissance
par la voie des MAPK (Li and Anand-Srivastava 2014), et au niveau des CMLVs des RSH ils
contribuent a la surexpression de Gai par I’entremise du stress oxydatif qui lui-méme transactive
les récepteurs des facteurs de croissance et la MAPK (Gomez Sandoval and Anand-Srivastava
2011, Sandoval, Li et al. 2011). La transactivation des récepteurs des facteurs de croissance via
c-Src est également induite par 'ET-1 via les récepteurs ETa et ETg (Gomez Sandoval and
Anand-Srivastava 2011). De plus, les RCPG peuvent provoquer un clivage protéolytique de pro-
hormones liées a la membrane tel que le facteur de croissance analogue a I'EGF liant 1'héparine
(HB-EGF) (Liebmann 2011, George, Hannan et al. 2013, Cattaneo, Guerra et al. 2014, Overland
and Insel 2015).
3.4 Le stress oxydatif

Le stress oxydatif est défini comme un déséquilibre entre molécules oxydantes et anti-
oxydantes en faveur des oxydants. Ce déséquilibre se produit lors de 1’augmentation des
réactions de réduction-oxydation (REDOX) aboutissant a une surproduction d’espéces réactives
oxygénées (ERO) alors trop importantes pour pouvoir étre éliminées par les antioxydants (Lyle
and Griendling 2006). Bien que les EROs soient importants dans la régulation de la transduction
des signaux, leur accumulation stimule une cascade enzymatique qui peut entrainer au niveau de
la cellule des changements pathologiques (Thannickal and Fanburg 2000, Bonnefont-Rousselot
2002, Lassegue and Griendling 2004).

3.4.1 Les espéces réactives oxygénées

Les EROs sont produites a la suite du métabolisme aérobie cellulaire. Ces molécules qui
sont dérivées de I'oxygene, possedent des propriétés oxydantes, qui les rendent hautement

réactives par le fait d’avoir un électron non apparié¢ (Alberts 2002, Lyle and Griendling 2006).
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Les EROs sont responsables de la phosphorylation de plusieurs protéines kinases et de facteurs
de transcriptions (Kamata 2009, Son, Kim et al. 2013, Holl, Koziel et al. 2016). Cette propriété
leurs confére le role de messager second capable d’intervenir dans plusieurs mécanismes de
signalisation cellulaire comme I’apoptose, la prolifération des CMLVs, I’hypertrophie, la
migration cellulaire, et 1’agrégation plaquettaire (Taniyama and Griendling 2003). Cependant
lorsque la surproduction des EROs dépasse les défenses antioxydantes de 1’organisme, I’ADN,
les protéines et les lipides subissent des effets délétéres (Laplante and de Champlain 2006, Jena
2012, Imlay 2013), aboutissant a la modification des fonctions cellulaires (Lyle and Griendling
2006).

3.4.2 Les sources d’EROs

Les EROs agissent comme radicaux libres de par leur électron non-appari¢ comme 1’anion
superoxyde (02°), I’anion hydroxyle (HO"), ou encore le peroxynitrite (ONOO") et se lient a
d’autres molécules pour en modifier les fonctions. Ils peuvent également endosser eux-mémes le
role de molécules oxydantes comme le peroxyde d’hydrogene (H20z). L’anion superoxyde (O2’)
joue un réle physiologique central dans la signalisation cellulaire (Lyle and Griendling 2006). La
conversion de la molécule d’oxygeéne en anion superoxyde au niveau vasculaire commence par
la réduction d’un électron sur la molécule d’oxygene par des oxydases en utilisant comme
donneur d’¢électrons le nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NAD(P)H) (Taniyama and
Griendling 2003). L’anion superoxyde sera transformé par la suite en dioxygeéne et en peroxyde
d’hydrogene (H202) soit spontanément soit en étant catalysé par un groupe d’enzymes qui sont
les superoxydes dismutases (SOD) et qui sont divisées en quatre familles selon le cofacteur
métallique qui se trouve au site actif: Les SOD au cuivre et au zinc (Cu/Zn-SOD) qui sont

localisées dans le cytosol, les SOD au fer (Fe-SOD) dans le milieu extracellulaire, les SOD au
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manganese (Mn-SOD) dans la mitochondrie et les SOD au nickel (Ni-SOD) (Fridovich 1974,
Faraci and Didion 2004). L’H»O; est plus stable que I’anion superoxyde, il posséde une demi-vie
plus longue, mais il est également liposoluble, ce qui lui permet de pénétrer la membrane
cellulaire plus facilement (Han, Antunes et al. 2003). L’H>O> peut étre converti par la suite en
H20 par la catalase et la glutathionne peroxydase ou alors aprés une réaction avec le Fe2" en
HO™ qui est hautement réactif (Fridovich 1974, Schafer and Buettner 2001). L’anion superoxyde
peut également engendrer le peroxynitrite (ONOO") en interagissant avec le monoxyde d’azote
(NO) (Moncada, Palmer et al. 1991, Lassegue and Griendling 2004). Le ONOO" diminue la
disponibilité du NO au niveau des CMLVs entrainant ainsi une augmentation du tonus vasculaire
et un dysfonctionnement endothélial (Lassegue and Griendling 2004). Dans le systeme
biologique, les EROs ont de multiples sources enzymatiques et non enzymatiques (Touyz and
Schiffrin 2004).
3.4.2.1 Les sources enzymatiques des EROs

Au niveau des CMLVs, les EROs sont produites a des degrés différents et par des sources
différentes comme la NAD(P)H oxydase, la xanthine oxydase, la chaine respiratoire des
mitochondries et les synthases du monoxyde d’azote (nitric oxide synthase, NOS) découplées
(Tsutsui 2004). Toutes ces enzymes contribuent a la genése des EROs, cependant de nombreuses
¢tudes impliquent la NAD(P)H oxydase comme étant I’initiateur de la production des EROs par
les autres enzymes (Landmesser, Dikalov et al. 2003).

3.4.2.1.1 La NAD(P)H oxydase

La NADP(H) oxydase vasculaire est composée d’un complexe protéique multimérique qui

catalyse la production de 1’0O2" et I’'H202 a partir de la nicotinamide adénine dinucléotide

(NADH) et de la nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH) (Griendling, Sorescu et
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al. 2000, Laplante and de Champlain 2006). La NAD(P)H oxydase a été premi¢rement décrite
dans les phagocytes (les neutrophiles, les granulocytes, les monocytes et les macrophages) et les
tissus vasculaires (Fridovich 1974, Babior, Lambeth et al. 2002).
3.4.2.1.2 Structure de la NADP(H) oxydase
La NADP(H) oxydase vasculaire est composée de quatre sous-unités majeures : 1) deux

composantes membranaires le gp91Phox

aussi appelé NOX2 (contient six domaines
transmembranaires, deux hémes et le site de liaison pour le NAD(P)H) (Brandes and Kreuzer
2005) et la p22P™* qui ensemble forment un hétérodimére, le cytochrome b558 aussi appelé
flavocytochrome b558 a cause de I’association avec la flavine adénine dinucleotide (FAD)
(Touyz and Schiffrin 2004) 2) ainsi que deux sous-unités cytosoliques le p47°™* et le p67Phox
(Babior, Lambeth et al. 2002, Vignais 2002). Une petite protéine G Rac participe a I’assemblage
et a ’activation de I’enzyme (Griendling, Sorescu et al. 2000, Ceolotto, Papparella et al. 2006,
Lyle and Griendling 2006) qui a lieu comme suit: Rac lorsqu’il est li¢ au GDP se trouve sous
une forme inactive, avec sa queue géranylgéranyle li¢e au GDI (de I’anglais Guanine nucleotide
dissociation inhibitor). p47P"°* est inactivée via la région auto-inhibitrice (AIR) couvrant les
domaines d’interactions. L activation a lieu par 1’échange du GDP pour le GTP au niveau de Rac
et de la phosphorylation de p47P"* sur les sérines aux positions 303, 304 et 328 résultant en un
changement de conformation de p47°™* qui reliche AIR, exposant ainsi les domaines
d’interactions. Le nouvellement formé Rac-GTP s’ancre a la membrane et interagit avec
I’oxydase via le motif tétratricopeptide repeat (TRP) de la partie N-terminale de p67°™*,

Par la suite, le domaine bis-SH3 de p47Ph°* lie p22Ph°X alors que le domaine PX permet

I’ancrage de p47°"°% 3 la membrane. p67°"* via son domaine SH3 agit avec la région riche en
g p p g g

proline de p47P™°*, Ces interactions induisent le contact du coté d’activation (S) de gp91P"** avec
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p67°"* via un domaine d’activation (AD) localisé dans la partie N-terminale de p67Pho%, p47°hox
agit comme une protéine adaptatrice qui facilite I’association de gp91P™* et de p67°"** (Brandes
and Kreuzer 2005).

3.4.3 L’implication du stress oxydatif dans les voies de signalisation

3.4.3.1 Les peptides vasoactifs et le stress oxydatif

Le stress oxydatif est associé entre autres, a ’inflammation des cellules, au dépdt de
collagéne, et a la prolifération et la croissance qui sont des facteurs importants dans le
remodelage vasculaire observé dans plusieurs pathologies cardiovasculaires comme
I’hypertension artérielle (Khansari, Shakiba et al. 2009, Shimokawa 2013, Montezano and Touyz
2014, Oliveira, de Oliveira et al. 2014, Salzano, Checconi et al. 2014). Ce remodelage est
fortement li¢ a la présence de niveaux ¢élevés d’Ang Il et d’ET-1 (Barton, d'Uscio et al. 1998,
Touyz and Schiffrin 2000). L’exposition des CMLVs a I’Ang II et I’ET-1 entraine une
augmentation de l’anion superoxyde par I’activation de la NADP(H) oxydase associ¢e a la
membrane ainsi qu’une surexpression des sous-unités Nox4 et p47P°* de la NADP(H) oxydase
(Griendling, Minieri et al. 1994, Li, Fink et al. 2003, Callera, Tostes et al. 2006, Saha, Li et al.
2008b). Au niveau des CMLVs de rats Sprague-Dawley, Sedeek et al. ont démontré une
augmentation dose-dépendante des niveaux d’Oz" et des doses d’ET-1 infusées (Sedeek, Llinas et
al. 2003). Griendling et ses colleégues ont démontré que 1I’Ang II induit une croissance cellulaire
qui met en jeu le peroxyde d’hydrogéne et qui peut étre inhibée par des antioxydants (Nakamura,
Fushimi et al. 1998). Anand-Srivastava et al. ont également démontré que le traitement de
CMLVs de RSH par le losartan induisait une diminution des niveaux d’anion superoxyde
(Anand-Srivastava 2010). Ces études soulignent I'importance du stress oxydatif dans la

médiation des signaux des peptides vasoactifs.
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De maniére réciproque, des générateurs d’EROs peuvent induire ’augmentation de I’ET-1,
ainsi que de son enzyme de conversion (Ruef, Moser et al. 2001, Lopez-Ongil, Saura et al.
2002). II est intéressant de noter que dans les CMLVs, I’Ang Il posséde deux phases durant
lesquelles elle produit ’O,". La premiére qui fait intervenir seulement I’ Ang II et la deuxiéme qui
se produit lors de la relache de ’ET-1, ce qui laisse a suggérer I’intervention des deux peptides
afin de produire 1’0, (Laplante, Wu et al. 2005).

3.4.3.2 Les EROs et les récepteurs des facteurs de croissance

Les récepteurs des facteurs de croissance activent leurs tyrosines kinases intrinséques
menant a 1’autophosphorylation de leurs résidus tyrosines (Lemmon and Schlessinger 2010).
Les travaux de Sundaresan M et al. ont démontré que les facteurs de croissance comme I’EGF et
le PDGF engendraient une augmentation rapide et transitoire des EROs via I’activation de la
NADP(H) oxydase et que ces EROs ¢taient nécessaires pour la phosphorylation des tyrosines
des récepteurs des facteurs de croissance (Sundaresan, Yu et al. 1995). Il a ét¢ démontré par la
suite que la production de H20O> par ’EGF induit ’oxydation de la protéine tyrosine phosphatase
menant a son inactivation et a I’augmentation subséquente de la phosphorylation de la tyrosine
de ’EGF-R (Bae, Kang et al. 1997). Une autre explication pour ce déséquilibre de
phosphorylation crée par les EROs a également été proposée et qui met en jeux la protéolyse de
la protéine régulatrice qui bloque I’activit¢é de la protéine tyrosine kinase, menant a
I’augmentation de I’activité de cette derniére (Adrain and Freeman 2014). Alternativement, les
EROs peuvent activer les tyrosines kinases en générant la production de facteurs de croissance
tels que le facteur de croissance analogue a I'EGF liant I'héparine (HB-EGF). Les
métalloprotéases activées par le H>O> vont cliver la pro-HB-EGF en HB-EGF activant ainsi

I’EGF-R (Prenzel, Zwick et al. 1999). Une autre voie d’activation des PTK a été suggérée. Celle-
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ci est indépendante de I’inhibition de la tyrosine phosphatase et de la kinase intrinseque du
récepteur. Elle nécessite cependant I’activation de deux protéines kinases, PKC9 et c-Src, ce qui
implique le rdle de ces deux molécules dans ’activation des RTK induites par le stress oxydatif
(Eguchi, Iwasaki et al. 1999, Saito, Frank et al. 2002). De plus, cette production de H>O> par les
facteurs de croissance nécessite I’implication de la PI3K qui procure la phosphatidylinositol
3,4,5 triphosphate. La PI(3,4,5)P3 recrute et active un facteur d'échange de nucléotides
guanyliques de Rac aboutissant a I’activation de la NADP(H) oxydase (Rhee, Chang et al. 2003).
3.4.3.2.1 Les EROs et la voie des MAPK

Les oxydants entrainent de nombreuses phosphorylation qui aboutissent a I’activation des
MAPK (Son, Cheong et al. 2011). Les MAPK, sont a leur tour responsables de Ia
phosphorylation de nombreuses protéines incluant les facteurs de transcription qui agissent au
niveau des noyaux cellulaires et peuvent engendrer une réplication d’ADN. Cependant, certaines
sont plus sensibles a des stimuli que d’autres, de telle sorte que I’ERK a démontré une activation
plus élevée aux stimuli mitotiques que les autres membres des MAPK (Waskiewicz and Cooper
1995, Robinson and Cobb 1997). Plusieurs travaux ont démontré la phosphorylation d’ERK par
les EROs, aussi bien de sources endogenes que de sources exogenes, dans différents systémes et
son implication dans la survie et la prolifération cellulaire (Guyton, Liu et al. 1996, Wang,
Martindale et al. 1998, Lappas, Daou et al. 2005). Sur des CMLVs de type Al0, Li et ses
collegues ont démontré que les niveaux ¢élevés de phosphorylation d’ERK induits par un
traitement a 1’ Ang II étaient réduits par le Diphenyleneiodonium (DPI) qui est un inhibiteur de la
NADP(H) oxydase, ce qui suggere également le role du stress oxydatif dans I’augmentation de la
phosphorylation de ERK1/2 (Li, Lappas et al. 2007).

La figure 5 suivante montre les différentes voies de signalisation des EROs et leurs interactions :



NAD(P)H NAD(P) + H

Protéines matrice

extracellulaire Expression de gene Croissance cellulaire apoptose/survie
pro-inflamatoire

o

Figure 5: Voies de signalisation impliquant les EROs.
Source : Modifié¢ de (Touyz 2005)

PLD: phospholipase D, PLA2: phospholipase A2, PKC : protéine kinase C

ROS: reactive Oxygen species, AP-1: activator protein-1, MAP: mitogen activated
protein, NFk-B: nuclear factor beta, AP-1:activator protein-1, HIF-1:hypoxia-inducible

factor-1, MMP: matrix metallo proteinase, +: effets stimulateurs, —: effets inhibiteurs.

3.4.4 L’implication du stress oxydatif dans la prolifération cellulaire
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Les modeles génétiques d’hypertension comme les RSH ont démontré un taux d’expression

de la NADP(H) oxydase ¢élevé (Zalba, San Jose et al. 2001). Par ailleurs, le stress oxydatif est
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considéré comme le principal effecteur du remodelage vasculaire chez les RSH prédisposés aux
accidents vasculaires cérébraux (Park, Touyz et al. 2002). De plus, les sous-unités de la
NADP(H) oxydase, p47°"* et Nox4 ont une expression ¢élevée au niveau des CMLVs des RSH
(Saha, Li et al. 2008a). Rao et ses collegues ont démontré que 1’augmentation du stress oxydatif
stimule la synthése d’ADN au niveau des CMLVs (Rao and Berk 1992). Wedgwood et al. quant
a eux ont démontré que I’action prolifératrice de I’ET-1 sur les CMLVs se faisait également a
travers la production des EROs (Wedgwood, Dettman et al. 2001). Des études effectuées par
Boscoboinik ont démontré que le traitement de CMLVs par des antioxydants inhibait leur
prolifération (Boscoboinik, Szewczyk et al. 1991). Par ailleurs, d’autres molécules anti-
oxydantes comme 1I’héme oxygénase peuvent diminuer le taux de prolifération des CMLVs chez
les RSH. Les régimes thérapeutiques qui ont pour but de diminuer la production d’EROs ou
d’augmenter les mécanismes de défense antioxydante ont démontré un effet protecteur sur la
vasculature. Les effets prolifératifs des EROs peuvent également se produire par I’inhibition du
NO, provoquant ainsi une diminution de sa biodisponibilité et une augmentation de la résistance
vasculaire périphérique (Hsieh, Liu et al. 2014).
4. Les peptides natriurétiques

Il y a plus de 55 ans que les premiéres observations biologiques ayant prédit 1’existence des
peptides natriurétiques ont été faites. Kish a remarqué que les cellules des oreillettes et non pas
des ventricules, contenaient un réseau d’appareil de Golgi significativement développé, similaire
a celui retrouvé au niveau des cellules sécrétoires (Kisch 1956). Jamieson et Palade ont
¢galement remarqué que les myocytes des oreillettes mais pas des ventricules contenaient des
granules opaques (Jamieson and Palade 1964). Durant la méme période des expériences

effectuées par Henry et ses collegues ont démontré que la distension pneumatique de 1’oreillette
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chez les chiens entrainait une augmentation du débit urinaire (Henry, Gauer et al. 1956). de Bold
et ses collégues ont constaté que ces granules de Doreillette changeaient leurs contenus par
rapport au contenu d’eau et d’électrolytes (de Bold, Borenstein et al. 1981). La découverte des
peptides natriurétiques par de Bold a donné suite & de nombreuses études qui ont mené a la
purification et au séquencage de peptides des oreillettes de différentes tailles ayant des propriétés
diurétiques, et pour certaines relaxantes (Flynn, de Bold et al. 1983, Currie, Geller et al. 1984,
Kangawa, Tawaragi et al. 1984, Misono, Grammer et al. 1984). La famille des peptides
natriurétiques comprend trois hormones peptidiques : le peptide natriurétique auriculaire (ANP),
le peptide natriurétique de type B appelé¢ a son origine Brain natriuretic peptide (BNP) car
purifié et séquencé a partir de tissu cérébral de porc (Sudoh, Kangawa et al. 1988) et qui s’est
avéré par la suite en plus grande concentration dans les ventricules cardiaques de patients avec
insuffisance cardiaque (Mukoyama, Nakao et al. 1990, Mukoyama, Nakao et al. 1991). Le
dernier membre de la famille est le peptide natriurétique de type C (CNP), qui a aussi été purifié
a partir de tissu cérébral de porc (Sudoh, Minamino et al. 1990) et qui induit une relaxation du
muscle lisse. Ces peptides sont reldichés dans la circulation sanguine lors d’une distension de
I’oreillette ou d’une stimulation neuro-humorale (Dietz 1984, Mukoyama, Nakao et al. 1991).
L’ANP est sécrét¢ dans sa forme mature (ANP;2g), et régule de nombreuses fonctions
physiologiques comme la pression artérielle, la relache de rénine, de vasopressine, d’endothéline
et la sécrétion de progestérone. L’ ANP agit sur son récepteur membranaire soit en altérant le
niveau de messager second comme I’AMPc ou le GMPc, ou alors en altérant les canaux
ioniques. Le BNP, est secrété sous la forme proBNPi_jog et est ensuite clivé par corin ou furin en
BNP mature (BNP;_3;) et en fragment N-terminal proBNP;_7¢ (Sawada, Suda et al. 1997, Yan,

Wu et al. 2000, Ichiki, Huntley et al. 2011). L’expression de CNP se fait principalement au
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niveau vasculaire, neuronal et au niveau des cellules de Leydig. Son précurseur, le proCNPi_103
est clivé par furin en CNP;_s3 et ensuite en CNP_»2 par une protéase, et c’est sous cette forme
qu’il circule dans le sang. Le BNP et le CNP agissent comme des antagonistes de la
vasopressine, de I’endothéline et du systéme rénine-angiotensine-aldostérone. La découverte de
ces facteurs natriurétiques a permis le développement de nouvelles stratégies de lutte contre
I’hypertension artérielle.
4.1 Les récepteurs des peptides natriurétiques

Il existe a ce jour trois types de récepteurs pour les facteurs natriurétiques (Figure 6). Tous
contiennent un domaine ligand extracellulaire de ~ 450 acides aminés et un passage
transmembranaire. Les récepteurs natriurétiques de types A et B (NPR-A et NPR-B) posse¢dent
une homologie de 64 % entre eux et contiennent un domaine intracellulaire d’homologie kinase,
un domaine de dimérisation et un domaine guanylate cyclase au niveau carboxyl-terminal.
L’activation de la guanylate cyclase augmente les taux intracellulaires de cGMP qui agit sur de
nombreuses molécules comme les phosphodiestérases, les canaux ioniques ou sur les kinases
comme la PKG qui inhibe la PLC et entraine une relaxation musculaire (Rapoport 1986). La
concentration des peptides natriurétiques est controlée par le NPR-C qui procéde a leur
internalisation et dégradation (Rose and Giles 2008, Potter, Yoder et al. 2009) et ceci a été

pendant longtemps la seule fonction attribuée a ce récepteur.
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Figure 6 : Les récepteurs natriurétiques.

Source : (Potter, Abbey-Hosch et al. 2006)

5. Les récepteurs natriurétiques de type C et leur distribution

Le NPR-C est le récepteur le plus abondant et le plus ubiquitaire des récepteurs
natriurétiques, il constitue par exemple plus de 90 % des sites de liaison de I’ANP au niveau des
cellules endothéliales (Leitman, Andresen et al. 1986). Le NPR-C et/ou leur ARNm sont
exprimés au niveau des glandes surrénales, des reins, des plaquettes du cortex cérébral, du tissu
cardiaque, des fibres de Purkinje, des cellules ganglionnaires de la rétine et au niveau des
CMLVs (Porter, Arfsten et al. 1990, Wilcox, Augustine et al. 1991, Suga, Nakao et al. 1992,
Nagase, Katafuchi et al. 1997, Anand-Srivastava 2005, Zhang, Tian et al. 2010). Le récepteur
natriurétique de type C est capable de lier les facteurs natriurétiques avec la méme affinité que le

NPR-A et B (Anand-Srivastava 2005, Rose and Giles 2008). Contrairement aux autres NPRs, le
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NPR-C ne possede pas de domaine guanylate cyclase et est incapable de moduler directement les
variations de concentration du GMPc (Anand-Srivastava 2005). C’est partiellement dii a cette
observation que lui vient le nom de récepteur de clairance et qu’aucune fonction de signalisation
ne lui a été attribuée (Maack, Suzuki et al. 1987). L’hypothése a été que le NPR-C avait comme
fonction d’éliminer les facteurs natriurétiques de la circulation afin de les internaliser et de les
dégrader, et moduler ainsi la concentration des facteurs natriurétiques qui se lient au NPR-A et
B. Le NPR-C contient un seul passage transmembranaire, un domaine extracellulaire de ~ 440
acides aminés et un domaine cytoplasmique de 37 acides aminés (Anand-Srivastava 2005). 1l
contient 30-35% d’homologie avec le NPR-A et le NPR-B, et contrairement a ces récepteurs, le
NPR-C contient un a deux ponts disulfures intermoléculaires. Il contient également trois sites de
glycosylation a son niveau N-terminal (Pandey 2014). 1l lie les facteurs natriurétiques avec une
steechiométrie de deux molécules de récepteur pour une molécule de ligand (Ammarguellat,
Larouche et al. 2001). La liaison des peptides natriurétiques avec le NPR-C suit un ordre de
préférence: ANP>BNP>CNP (Sellitti, Koles et al. 2011, Gruden, Landi et al. 2014). Cependant,
il se lie avec une trés haute affinité a ’analogue tronqué de forme cyclique [des(Glul8, Serl9,
Glu20, Leu2l, Gly22)ANP4-23-NH2] du C-ANP, le C-ANP4-23 (Maack, Suzuki et al. 1987).
Le gene codant du NPR-C chez I’humain se trouve sur le chromosome 5pl13-14 et contient 8
exons et 7 introns de 65 kilobases (Rahmutula, Nakayama et al. 2002, Potter, Yoder et al. 2009).
Cependant, Nunez et ses colleégues ont identifi¢ 2 ADN complémentaires codants pour le NPR-C
au niveau des veines ombilicales humaines avec une délétion de 123 nucléotides sur I'une des
deux transcripts (Nunez, Dickson et al. 1992, Potter, Yoder et al. 2009). De plus, les travaux
effectués par Savoie et al. ont suggéré que I’interaction des peptides CNP et BNP avec le

récepteur NPR-C s’effectuait dans deux sites différents ou qu’elle impliquait deux sous-types de
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NPR-C (Savoie, de Champlain et al. 1995). Les études de Trachte et al. ont aussi suggéré
I’existence de 2 sous-types de NPR-C (Nonoyama, Masuda et al. 1976). Brown et Zuo ont
identifi¢ au niveau de la membrane glomérulaire du rat, deux récepteurs NPR-C like, I’'un de 67
kDa et I'autre de 77 kDa. Ces deux protéines ont une haute affinité pour ANP;.28 et C-ANP, cela
dit ’affinité pour le CNP1.22 était beaucoup plus grande pour le récepteur de 67 kDa (Brown and
Zuo 1994). La protéine de 67 kDa diminue les niveaux d’AMPc au niveau des glomérules du rat
et en présence de I’isobutylmethylxanthine (IBMX), un inhibiteur de phosphodiésterase de
I’AMPc et de GMPc, ce qui suggere que cette protéine inhibe la synthése de I’AMPc (Brown and
Zuo 1994).
5.1 Signalisation du récepteur natriurétique de type C

Il est bien connu a présent que le NPR-C est couplé a I’inhibition de I’AC (Tseng, Lahiri et
al. 1990, Anand-Srivastava and Trachte 1993) et les travaux de Anand-Srivastava et al.
concernant 1’effet de I’ANP sur le NPR-C au niveau des cardiomyocytes I’ont démontré (Anand-
Srivastava and Cantin 1986). Plusieurs études sont venues par la suite corroborer le role
signalétique du récepteur natriurétique de type C. Le domaine cytoplasmique de 37 aa du
récepteur NPR-C chez le rat a démontré une séquence d’activation de la protéine Gai qui inhibe
I’AC (Anand-Srivastava, Sehl et al. 1996, Murthy and Makhlouf 1999, Pagano and Anand-
Srivastava 2001), mais ne contient pas de domaine a sept passages transmembranaires
habituellement observé chez les récepteurs couplés aux protéines G (Letkowitz 2007). Cette
propriété du NPR-C a inhiber I’AC a été impliquée dans la diminution de la prolifération des
astrocytes (Levin and Frank 1991), la production et la relache d’endothéline des cellules
endothéliales (Hu, Levin et al. 1992). L’utilisation d’un oligonucléotide anti-sens du récepteur

NPR-C par Anand-Srivastava et al. a démontré une diminution de I’inhibition de I’AC sans
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modifier la stimulation de I’AC par le récepteur B-adrénergique (Palaparti, Li et al. 2000). Il a
¢galement été¢ démontré que le C-ANP 4.3 induisait une augmentation de la production de 1’IP3
et que cette derniere a été encore plus amplifiée par I’inhibiteur de ’AMPc, le dideoxyadenosine
(DDA), et a été inhibée par la forskolin (FSK) qui est un agent inducteur (Mouawad, Li et al.
2004). Au niveau du model A10 des CMLVs, Mouawad et Anand-Srivastava ont démontré que
I’inhibition de ’AC par I’activation du NPR-C provoquait une stimulation du turnover de la
phosphatidylinositol suggérant un possible cross-talk entre la voie de signalisation de
I’adénylate cyclase et celle de la PLC (Mouawad, Li et al. 2004). De plus, le NPR-C a
¢galement été impliqué dans la modulation d’autres voies de signalisation, comme 1’activation de
la NOS endothéliale via Gail et Goi2 au niveau des cellules musculaires lisses gastro-
intestinales (Murthy, Teng et al. 1998, Zeng, Nystrom et al. 2000, Costa, Elesgaray et al. 2006,
Zois, Bartels et al. 2014). Ce méme agoniste spécifique du NPR-C inhibe le facteur de croissance
dérivé des plaquettes et ’activité de la MAPK stimulée par I’ET-3 dans les astrocytes (Prins,

Weber et al. 1996).
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5.2 Le récepteur natriurétique de type C et la prolifération cellulaire

Le couplage du NPR-C a différentes voies de signalisation a contribué a une meilleure
compréhension de ses fonctions, notamment en conditions pathologiques artérielles (Figure 7).
De nombreux rapports ont été publiés suggérant le role antiprolifératif de NPR-C (Gower, Carter
et al. 2006, Rubattu, Sciarretta et al. 2010).

Des études ont montré que les effets inhibiteurs de 1’ANP sur la prolifération des cellules
astrogliales se faisait a travers le NPR-C (Nussenzveig, Lewicki et al. 1990, Levin and Frank
1991, Rubattu, Sciarretta et al. 2010). Les résultats de Leliévre ont montré un effet

antiprolifératif du C-ANP4.23 sur les trois lignées cellulaires du neuroblastome (Lelievre, Pineau
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et al. 2001). Yoshimoto et ses colleégues quant a eux ont démontré que le niveau d’expression de
I’ARNm du NPR-C dans I’aorte des RSH prédisposés aux accidents vasculaires cérébraux était
régulé a la baisse en comparaison a leurs homologues WKY. Cette méme étude a mis en
¢vidence que le traitement de ces rats hypertendus par un antagoniste du récepteur ATI a
restauré les niveaux d’expression du NPR-C aux niveaux contrdles des rats WKY, suggérant le
role de I’Ang II dans la régulation a la baisse du NPR-C vasculaire (Yoshimoto, Naruse et al.
1996). La prolifération des CMLVs et des cellules endothéliales par I’ANP est également inhibée
par le NPR-C (Cahill and Hassid 1991, Levin and Frank 1991, Itoh, Pratt et al. 1992).
L’implication du NPR-C dans le remodelage vasculaire et I’angiogenése a été évoquée, et ceci
par le fait que le C-ANP4.23 inhibe, au niveau des CMLVs, les effets du facteur de croissance de
l'endothélium vasculaire lors d’une stimulation par 'ET et lors de I’hypoxie (Pedram, Razandi et
al. 1997). En 1991, Cahill et son équipe ont démontré les effets inhibiteurs du NPR-C sur la
mitogenese et la prolifération des cellules musculaires lisses vasculaires aortiques chez le rat
(Cahill and Hassid 1991). L’activation du NPR-C par le C-ANP4.»3 a réduit les niveaux des ERO
aux niveaux d’astrocytes traitaient par I’ammoniac suggérant son role protecteurs lors de
I’encéphalopathie hépatique (Skowronska, Zielinska et al. 2010). Le C-ANP423 a également
démontré in vivo, des effets inhibiteurs sur ’angiogenése (Almeida, Cardoso et al. 2014). Les
effets antiprolifératifs lors de I’activation du NPR-C font intervenir plusieurs voies de
signalisation intracellulaires. En effet, Prins et al. ont montré que les effets d’agents mitogenes
tels que ET-3, PDGF et le phorbol 12 myristate 13 acetate (PMA), étaient inhibés par I’ANP et le
C-ANP4.23, et que cette inhibition était due a une réduction du niveau de phosphorylation de
MAPK (Prins, Weber et al. 1996). De plus, Hashim et al. ont démontré une diminution de la

prolifération des CMLVs par un traitement au C-ANP4.3 qui était réduite par les inhibiteurs de la
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voie de MEK1/2 et de la PI3K, le PD-98059 et la wortmannin respectivement, ce qui suggere le
role de ces voies dans la médiation des effets antiprolifératifs du NPR-C (Li, Hashim et al.
2006). De plus, une étude récente effectuée par E1 Andalousi et al. a démontré que le traitement
in vivo de RSH induisait une diminution de la prolifération des CMLVs. Cette observation s’est
faite lors de la mesure de la synthése de I’ADN par incorporation a la Thymidine radioactive.
L’ADN des CMLVs des RSH traités par le C-ANP4.»3 était diminué en comparaison a celui des
RSH non traités (E1 Andalousi, Li et al. 2013).

Les EROs sont responsables de la phosphorylation de nombreuses protéines kinases et de
facteurs de transcription qui sont impliqués dans la prolifération cellulaire (Wang, Martindale et
al. 1998, Gauron, Rampon et al. 2013, Hole, Zabkiewicz et al. 2013, Ogrunc, Di Micco et al.
2014, Cheung, Lee et al. 2016). Une étude effectuée par Simon et al. a démontré que les cellules
épithéliales mutantes dominantes négatives pour le p47°1°* démontraient une diminution de la
production des EROs ainsi qu’une diminution de la prolifération (Simon and Stutzin 2008).
L’activation du NPR-C dans la médiation de la signalisation du stress oxydatif a été démontrée
par Li et al. lors du traitement de RSH par I’activateur du NPR-C. Cette équipe a observé une
diminution de la production de I’anion superoxyde, de I’activité de la NADPH oxydase ainsi que
de ces sous-unités NOX4 et p47P"%, lors du traitement in vivo des RSH par le C-ANP4.3, ce qui
suggere que l’activation du NPR-C implique la réduction du stress oxydatif (Li, Sarkar et al.
2014).

6. Le cycle cellulaire
Le cycle de la vie cellulaire aussi appelé le cycle cellulaire est un processus nécessaire pour
la régénération, la croissance et la prolifération cellulaire. Ces processus de réplication cellulaire

aboutissent a deux cellules filles issues d’une cellule mére.
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Chez les cellules eucaryotes, le cycle cellulaire comprend quatre phases distinctes : G1, S,
G2 et M. La phase de synthése S est celle de la réplication d’ADN, la phase M ou phase de
mitose est celle de la séparation de la cellule. Les phases G1 et G2 sont appelées phases GAP.
Durant la G1, la cellule subit une série de vérifications avant d’entrer en phase S. Par la suite,
durant la phase G2 la cellule subit d’autres vérifications afin de procéder a la Mitose. Les phases
G1, S, G2 sont connues sous le nom de période d’interphase. Cette période est significativement
plus longue que la phase de mitose.

6.1 Les protéines du cycle cellulaire

Les altérations qui peuvent nuire au bon fonctionnement de la cellule, ne résultent pas
seulement en une prolifération excessive de la cellule, mais a une augmentation de susceptibilité
aux modifications génétiques qui contribuent a la pathogénése de nombreuses maladies. Ces
modifications génomiques et chromosomiques se produisent par I’entremise de régulateurs : les
kinases dépendantes des cyclines (CDK) et leurs partenaires les cyclines (Morgan 1997).

La progression du cycle cellulaire se fait par le passage a travers des points de controle qui
s’assurent qu’il n’y ait pas de défauts de synthése d’ADN ou de ségrégations chromosomiques.
L’activation de ces points de contrdle induit un arrét de progression de la division cellulaire par
la modification de I’activité des CDK. Cet arrét permet a la cellule de réparer les dommages
d’ADN afin de ne pas les transmettre aux cellules filles. Ces points de controle sont orchestrés
par la formation de complexes CDK-Cyclines (figure 8).

Quatre groupes majeurs de cyclines ont été identifiés chez les mammiferes : cycline B de
localisation principalement cytoplasmique, les cyclines A, E et D de localisation nucléaire
(Casimiro, Crosariol et al. 2012, Lim and Kaldis 2013). Selon le mode¢le classique de régulation

du cycle cellulaire, les différents types de CDK : cdk2, cdk4 et cdk6 forment un complexe avec
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leurs cyclines spécifiques a des stades bien précis du cycle afin de coordonner la progression du
cycle cellulaire (Satyanarayana and Kaldis 2009). Alors que la plupart des cyclines contribuent a
I’activation des CDK, les inhibiteurs des cyclines kinases (CKI) diminuent cette activation. Les
CKI sont divisées en deux classes dépendamment de leur structure et de la spécificité au CDK.
Les membres de la famille ink4 [pl16™%48 (Cdkn2a), p15™ 4 (Cdkn2b), p18™K4e (Cdkn2c) et
p19™K4d (Cdkn2d)] visent principalement les cdk4 et cdk6. Tandis que les membres de la famille
Cip/Kip [p21¢P! (Cdknla), p27%P! (Cdknlb) and p57%P? (Cdknlc)] interagissent avec les
complexes kinases D, E, A et B dépendants (Asghar, Witkiewicz et al. 2015).
6.2 La phase G1

Le signal de la progression du cycle cellulaire depuis la phase de quiescence GO vers la
phase G1 se produit sous le controle de cyclines et de kinases associées, en intégrant des stimuli
extracellulaires. Lors de cette progression les cyclines D lient les Cdk4 et Cdk6 et les cyclines E
lient les cdk2 (Hwang and Clurman 2005, Bryja, Pachernik et al. 2008).

Les deux types de cyclines E et D et leurs kinases sont nécessaires pour le controle et la
progression dans la phase G1. Dans les cellules de culture, une expression élevée de cycline D
durant la phase G1 est nécessaire afin que la cellule procéde a la synthese d’ADN (Yang,
Hitomi et al. 2006). L’atténuation de I’activité de cdk4 par un inhibiteur polypeptidique de la
famille du géne INK4 (Serrano, Hannon et al. 1993) ou encore par des drogues sélectives au
cdk4 (Tetsu and McCormick 2003) a induit un arrét de la phase G1. Des micro-injections
d’anticorps ou de codons non-sens dirigés contre les cyclines D interférent avec la progression
dans la phase G1 mais sont sans conséquence au niveau des autres phases du cycle (Baldin,
Lukas et al. 1993, Quelle, Ashmun et al. 1993, Lukas, Pagano et al. 1994). La surexpression de

cycline E peut également accélérer la progression de la phase G1 (Ekholm-Reed, Mendez et al.
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2004, Mailand and Diffley 2005). Par ailleurs, un prolongement voir un arrét de la phase G1 peut
étre obtenue par des inhibiteurs de cdk2 (Koledova, Katkova et al. 2010). Plusieurs études
démontrent que les complexes cyclines/cdk séquestrent les protéines inhibitrices comme la
p275PPL et p21°P! Jors de la phase G1 (Coqueret 2003, Orlando, Gallastegui et al. 2015). La fin de
la phase G1 est accompagnée par un point de restriction (R) aprés lequel la cellule se doit de
procéder a la réplication d’ADN durant la phase S (Pardee 1974, Foster, Yellen et al. 2010).
6.3 La phase de transition G1-S

La transition depuis la phase G1 a la phase S est cruciale a la prolifération des cellules
eucaryotes. La formation des différents complexes cyclines/cdk est impliquée dans 1’inhibition
d’une protéine qui bloque la progression du cycle cellulaire. Les complexes cyclines D-
Cdk4/Cdk6 et cycline E-Cdk2 sont responsables de la phosphorylation de la protéine du
rétinoblastome (Rb). Cette derniére est liée au facteur d’¢longation 2 (E2F) lorsque la cellule
n’est pas en division et que la protéine Rb est hypophosphorylée (Hiebert, Chellappan et al.
1992, Johnson, Schwarz et al. 1993, Schwarz, Devoto et al. 1993). Son hyperphosphorylation par
le complexes cyclines/cdk entraine une relache de I’E2F qui va induire le passage de la cellule en
phase S et poursuivre vers la prolifération cellulaire (Flemington, Speck et al. 1993, Helin,
Harlow et al. 1993, Schwarz, Devoto et al. 1993, Taya 1997). L’E2F a pour fonctions de réguler
I’expression de la cycline E, I’expression de geénes responsables de la réparation d’ADN,
I’assemblage, la condensation, la ségrégation de chromatine et d’assurer I’intégrité de plusieurs
points de contrdle (Ren, Cam et al. 2002, Trimarchi and Lees 2002, Wells, Graveel et al. 2002).

6.4 La phase G2 et M
A la fin de la phase S, la cellule posséde deux copies identiques du génome et commence

alors a synthétiser les protéines nécessaires a la mitose. La progression a travers la phase G1
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nécessite la formation des complexes cycline A—cdk?2 et cycline A—cdkl (Tsai, Harlow et al.
1991, Grana and Reddy 1995), tandis que la progression de la mitose nécessite le complexe
cycline B—cdk1 (Draetta and Beach 1988). La phosphorylation de la protéine du rétinoblastome
demeure constante tout le long des phases G1/S/G2/M et se relie a ’E2F a la fin de la mitose

(Buchkovich, Duffy et al. 1989, Chen, Scully et al. 1989).
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Figure 8 : Régulation du cycle cellulaire par les complexes cyclines/cdk et leurs inhibiteurs
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6.5 Les voies de signalisation impliquées dans le cycle cellulaire
De nombreuses études ont démontré I’implication de 1’Ang II dans la prolifération
cellulaire. En effet, ’infusion de I’Ang Il in vivo stimule la synthése d’ADN au niveau d’artéres

de rats normaux et lésés (Daemen, Lombardi et al. 1991, van Kleef, Smits et al. 1992, deBlois,
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Viswanathan et al. 1996, Su, Lombardi et al. 1998). L’initiation de 1’action de 1I’Ang II se produit
a travers son récepteur AT1 qui est impliqué dans la croissance accélérée des cardiomyocytes
durant la période néonatale mais également lors de I’hypertension artérielle. Une autre molécule,
la PI3K, est également impliquée dans la prolifération et la croissance des CMLVs induites par
I’Ang II (Gao, Hansen et al. 2006). Ces voies vont aboutir a I’activation de facteurs de
transcription et induire une prolifération cellulaire. La paire de tyrosine phosphorylée ERKI1/2
active pratiquement tous les signaux mitogeénes dans différents types cellulaires. Meloche et al.
ont démontré cette activation au niveau de fibroblastes de hamster ayant un pic de
phosphorylation (Meloche, Seuwen et al. 1992). Par la suite, un rapport de causalité a été établi
entre la phosphorylation de ERK1/2 et une synthese accrue d’ADN. Par exemple, I’inhibition de
la thrombine, un puissant agent mitogene qui active ERK1/2, par son antagoniste I’hirudine et
par la toxine petrussique, cause un arrét complet de la synthése d’ADN (Meloche and
Pouyssegur 2007). Le traitement de nombreux types cellulaires par des inhibiteurs d’ERK a
démontré une action inhibitrice de la prolifération, incluant des cellules cancéreuses du col
utérin, des ovocytes, des fibroblastes, les lymphocytes T, les CMLs et les hépatocytes (Zhang
and Liu 2002, Bai, Mao et al. 2015). Par ailleurs, 1’activation d’ERK1/2 est nécessaire pour que
la cellule puisse entrer en phase G1 et entamer un cycle de prolifération (Yamamoto, Ebisuya et
al. 2006). La voie de signalisation d’ERK1/2 est également nécessaire pour induire la
transcription du gene de la cycline D1 (Dumesic, Scholl et al. 2009). Le promoteur de la cycline
D1 contient un site de liaison d’ERK qui est I’AP1, ce qui pourrait expliquer la transcription de
cycline D1 par ERK (Herber, Truss et al. 1994, Albanese, Johnson et al. 1995). L’activation
d’ERK n’induit pas seulement I’accumulation de la cycline D1 mais permet également

I’assemblage du complexe cycline D1-cdk4 (Cheng, Sexl et al. 1998), le cdk4 qui est la cible
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directe du facteur de transcription c-Myc. Ce dernier posséde un rdéle important dans la
croissance et la prolifération cellulaire (Grandori, Cowley et al. 2000, Patel, Loboda et al. 2004,
Adhikary and Eilers 2005) et peut-étre également activé par ERK (Hermeking, Rago et al. 2000).
Cependant les mécanismes et molécules régulatrices qui lient ERK1/2 a I’expression des cyclines
ne sont pas totalement ¢lucidés (Modi, Komaravelli et al. 2012).

La voie de la PI3K/AKY est importante dans la régulation du cycle cellulaire (Diehl,
Cheng et al. 1998, Muise-Helmericks, Grimes et al. 1998, Gille and Downward 1999, Medema,
Kops et al. 2000). L’¢tude effectuée par Choudhury et son équipe a démontré que I’inhibition de
cette voie stoppe la synthése d’ADN et la prolifération cellulaire induite par le PDGF-R
(Choudhury, Karamitsos et al. 1997). La voie de PI3K/AKT peut agir directement sur les phases
du cycle cellulaire en provoquant une entrée en phase Gl et en inhibant les CKIs (Jones and
Kazlauskas 2001, Liang and Slingerland 2003, Kumar, Marques et al. 2006).

Les EROs ont des fonctions importantes dans le cycle cellulaire, leur augmentation induit
un passage de la cellule de la phase G1 a la phase S (Conour, Graham et al. 2004, Havens, Ho et
al. 2006). Les EROs sont aussi importants durant la phase S, comme le démontre I’arrét du cycle
cellulaire lors de I’utilisation d’agents qui inhibent les EROs (Havens, Ho et al. 2006, Miller,
Summers et al. 2006). De plus, il a ét¢ démontré que le traitement par le peroxyde d’hydrogene
entrainait une hypophosphorylation de la protéine du rétinoblastome (Cicchillitti, Fasanaro et al.
2003) provoquant ainsi la relache de E2F et par la suite la prolifération. Cependant, les points de
contrdle sont aussi activés par les EROs, ce qui suggére le maintien des niveaux des EROs dans

une fourchette fonctionnelle afin que la cellule puisse proliférer (Menon and Goswami 2007).
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6.6 Role du cycle cellulaire dans I’hypertension artérielle

L’un des éléments majeurs dans la pathogénese de I’hypertension artérielle est le
remodelage vasculaire qui est dii principalement a I’hyperprolifération des CMLVs. Les CMLVs
des RSH expriment un taux de prolifération plus important que celui des rats WKY. Cette
analyse effectuée par Tanner et ses collégues a démontré également que cette différence
provenait du fait d’un changement de progression de la phase G1 di a une expression plus élevée
des cyclines D, A et cycline E (Tanner, Greutert et al. 2003). Cette étude suggere que la
différence de prolifération observée entre les RSH et les rats WKY est due a une expression
¢levée des protéines du cycle cellulaire. Il existe également une sécrétion endogéne d’Ang II
¢levée dans des conditions d’hypertension artérielle et notamment au niveau des CMLVs des
RSH (Lappas, Daou et al. 2005). 1l a également ¢été démontré que ’activation de I’AT1 par
I’Ang II induit une augmentation de la prolifération des CMLVs de rats Sprague Dawley en
augmentant la synthése d’ADN. De plus, I’activation de ’AT1 induit une expression ¢élevée de
cycline D1 et cdk4 durant la phase G1 (Diep, El Mabrouk et al. 2001). Par ailleurs, les niveaux
de stress oxydatif chez les RSH sont également plus ¢élevés en comparaison avec les rats WKY.
Les EROs ont démontré une grande influence sur la prolifération cellulaire en agissant en tant
que second messager activant par la suite des voies de signalisation essentielles a la prolifération
comme la voie des MAPK ou encore la protéine inhibitrice CIK p21P! (Boonstra and Post
2004). De plus, les EROs peuvent aussi activer les récepteurs des facteurs de croissance
controlant encore plus la prolifération (Inoguchi, Sonta et al. 2003).

Une étude récente d’El Andalousi et al. a montré que les RSH traités par I’agoniste
spécifique du NPR-C, le C-ANP4.23, ont une diminution de I’hyperprolifération des CMLVs.

Cette méme étude a montré in vitro une diminution d’expression de certaines protéines du cycle
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cellulaire (El Andalousi, Li et al. 2013). Dans une autre étude, le traitement par le C-ANP4.23 a
inhibé I’apparition de ’hypertension artérielle dans un modele de RSH pré-hypertendus, et cette
inhibition était liée & la diminution des niveaux ¢élevés de stress oxydatif et d’expression des

protéines Gai (Li, Sarkar et al. 2014).
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7. Hypothése et Objectifs

Nous avons montré précédemment que ’activation du récepteur NPR-C induisait une
baisse de la pression artérielle. Nous avons également démontré une diminution de la
prolifération des CMLVs chez les RSH, par la diminution de 1’expression des protéines Gai et de
la voie des MAPK/PI3K. Dans cette présente étude, nous avons voulu déterminer les molécules
mises en jeux dans l'action du NPR-C dans la diminution de la prolifération des CMLVs des
RSH comparativement a celles des WKY.

Nous allons déterminer l'implication des voies signalétiques impliquées dans I’effet
antiprolifératif lors de I’injection des RSH par le C-ANP4.23. Nous allons également investiguer
le réle des différentes cyclines et CDK dans cette diminution de prolifération. Dans un premier
temps, il a été démontré que I’activation du NPR-C diminuait la prolifération cellulaire. Nous
voulons donc déterminer si cet effet est dii @ une diminution de 1’expression des protéines du
cycle cellulaire incluant les cyclines A, E, D1 et les cdk2 et cdk4. Le rdle inhibiteur des protéines
CIK p21€P! et p27%P! dans la prolifération est bien connu. Nous allons donc examiner
I’implication de ces protéines dans les effets anti-mitogénes du C-ANPs»3. Par la suite,
I’inhibition de I’hyper-phosphorylation de ERK/AKT observée chez les RSH a été notée lors de
’activation du NPR-C. Nous allons également déterminer le réle des récepteurs des facteurs de
croissance EGF-R, PDGF-R et IGF-R, du stress oxydatif, de la tyrosine kinase non-récepteur c-
Src et de la protéine Gai dans la médiation de I’inhibition de la prolifération cellulaire par le C-
ANP4-23. Nous émettons 1’hypothése que 1’augmentation des peptides vasoactifs endogenes
observée chez les RSH est responsable de la transactivation des récepteurs des facteurs de
croissance a travers 1’augmentation des niveaux d’EROs et d’expression de c-Src qui vont

induire une phosphorylation élevée de MAPK/AKT (Figure 9). Tout ceci va contribuer a une
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augmentation de I’expression des protéines du cycle cellulaire qui vont aboutir a

I’hyperprolifération des CMLV's observée chez les RSH.

RSH

Stress oxydatil

Activitée de ¢-Sre

C-ANP , 5,

Récepteurs des facteurs de
croissance

Act I»'-aflun de
MAPR/AKT

|

Gia
Protéines du cyvcle cellulaire

v

hyper-proliferation des CMLVs

|

complications HTN

NPR-C

Figure 9 : Schéma illustratif des objectifs.
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ABSTRACT

Vascular remodeling due to hyper-proliferation of vascular smooth muscle cells (VSMCs) is
associated with hypertension. We previously showed that in vivo treatment of spontaneously
hypertensive rats (SHR) with NPR-C specific agonist C-ANP4.3 attenuates the hyper-
proliferation of VSMC. We undertook the present study to investigate if the anti-proliferative
effect of C-ANP 423 treatment is mediated through the inhibition of the over-expression of cell
cycle proteins and explore the signaling mechanisms contributing to this effect. For this study,
two-week-old SHR and age-matched Wistar Kyoto rats (WKY) rats were injected
intraperitoneally with C-ANP 4.3 twice per week for 6 weeks and sacrificed at 9 weeks of age.
Blood pressure measurements were done by tail cuff method, proliferation of VSMC was
determined by thymidine incorporation and Western blotting was used to measure the levels of
proteins. VSMC from SHR exhibited enhanced proliferation as compared to WKY and C-ANP4.
23 treatment attenuated the hyperproliferation to control levels. In addition, C-ANP4.23 restored to
control levels the overexpression of cyclin D1, cyclin A, cyclin E, cyclin dependent kinase 2 and
4 (cdk2, cdk4), phosphorylated retinoblastoma protein (pRb, Gia proteins and the decreased
expression of p21¢P! and p27%P! exhibited by VSMC from SHR. Furthermore, the enhanced
phosphorylation of ERK1/2, AKT, EGF-R, PDGF-R, IGF-R and c-Src, enhanced levels of
superoxide anion (O2"), NADPH oxidase activity, and the enhanced expression of NOX4 and
P47P"* in SHRs were all attenuated by C-ANP4 3 treatment. These results suggest that C-ANPs.
23-induced attenuation of hyperproliferation of VSMC from SHR may be mediated through its
ability to inhibit the enhanced oxidative stress, c-Src and EGF-R, PDGF-R, IGF-R activation,

MAPK signaling and over-expression of Gia proteins and cell cycle proteins.
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INTRODUCTION

Excessive vascular smooth muscle cell (VSMC) proliferation due to a phenotypic change
contributes to vascular remodelling and is considered as one of the major cellular events
involved in many VSMC-related pathological conditions, such as atherosclerosis, diabetes and
hypertension (Michel, De Roux et al. 1990, Owens, Kumar et al. 2004, Touyz 2005).
Hypertension is associated with enhanced cell proliferation (Li, Levesque et al. 2010). We (Bou
Daou, Li et al. 2016) and others (Liau and Chan 1989, Kubo, Fukuda et al. 1996) have
demonstrated that VSMC from spontaneously hypertensive rats (SHR) exhibit enhanced
proliferation compared with age-matched Wistar-Kyoto (WKY) rats. The enhanced levels of
endogenous vasoactive peptides including angiotensin II (ANG II) (Fukuda, Satoh et al. 1999,
Satoh, Fukuda et al. 2001) and endothelin-1 (ET-1) as well as Gia proteins (Gomez Sandoval
and Anand-Srivastava 2011) were shown to contribute to the hyperproliferation of VSMC from
SHR through oxidative stress, transactivation of epidermal growth factor receptor (EGF-R) and
MAP kinase signaling pathways (Lappas, Daou et al. 2005, Li, Lappas et al. 2007, Li, Levesque

et al. 2010).

Natriuretic peptides comprise a family of three peptide hormones; atrial natriuretic peptide
(ANP), brain natriuretic peptide (BNP), and C-type natriuretic peptide (CNP) (Sudoh, Kangawa
et al. 1988, Brenner, Ballermann et al. 1990), produced in mammalian hearts including humans
(Levin, Gardner et al. 1998). ANP regulates a variety of physiological functions including blood
pressure, progesterone secretion, renin release, vasopressin release, and endothelin release by
interacting with receptors on the plasma membrane either to decrease or increase the levels of
cAMP or ¢cGMP or to modulate ion channels(Anand-Srivastava, Franks et al. 1984, Hamet,

Tremblay et al. 1984, Winquist, Faison et al. 1984, Anand-Srivastava, Cantin et al. 1985, Anand-
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Srivastava, Genest et al. 1985, Anand-Srivastava and Cantin 1986, Anand-Srivastava, Vinay et

al. 1986).

Three subtypes of natriuretic peptide receptors (NPR): NPR-A, NPR-B and NPR-C have been
reported (Anand-Srivastava and Trachte 1993). Natriuretic peptide receptors family comprises 3
members divided into two major groups, NPR-A (Chinkers, Garbers et al. 1989) / NPR-B
(Chang, Lowe et al. 1989, Schulz, Singh et al. 1989) and NPR-C (Anand-Srivastava, Srivastava
et al. 1987). NPR-A binds ANP and BNP preferentially, while NPR-B is more selective for CNP,
NPR-C binds to all three natriuretic peptides, with a 2:1stoichiometry (He, Chow et al. 2001).
NPR-A and NPR-B are membrane guanylyl cyclase receptors whereas NPR-C is coupled to
adenylyl cyclase inhibition through inhibitory guanine nucleotide regulatory protein Gi (Anand-
Srivastava, Srivastava et al. 1987, Anand-Srivastava, Sairam et al. 1990) or to activation of
phospholipase C (Hirata, Chang et al. 1989). However, we showed 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 (Arejian, Li et al.

2009).

A role of NPR-C in cell proliferation through inhibition of MAPK has also been shown (Prins,
Weber et al. 1996). The contribution of different cyclins of D type, A and E and cyclin-
dependent kinases (CDK) in ANP-mediated inhibition of ET-3-stimulated cell proliferation in
astrocytes has also been reported (Pedram, Razandi et al. 1998). We have also shown that C-
ANP423 and small peptide fragments of cytoplasmic domain of NPR-C with Gi activator
sequences inhibited vasoactive peptide-induced cell proliferation (Hashim, Li et al. 2006)
through Gio/MAPK/P13K/AKT signaling pathways in VSMC. In addition, C-ANP4.»3 was also

shown to attenuate the enhanced expression of cell cycle proteins, cyclin D1/cdk2/cd4 (G1-S
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phase) through MAP kinase/Gi signaling and resulted in the attenuation of the hyperproliferation
of VSMC from SHR (El Andalousi, Li et al. 2013). Furthermore, we recently showed that In
Vivo treatment with C-ANP4.23 resulted in the attenuation of the hyperproliferation of VSMC
from SHR, however, whether cell cycle proteins and upstream signaling molecules are involved
in C-ANP423-induced antiproliferative effect has not been explored. The present study was
therefore undertaken to examine the effect of /n vivo C-ANP4»3 treatment on the enhanced
proliferation of VSMC from SHR and the cell cycle protein and to investigate the implication of
different signaling molecules including oxidative stress, c-Src, growth factor receptors, MAP

kinase/PI3kinase in this process.
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MATERIALS AND METHODS

Materials

C-ANP 423 was purchased from Bachem, antibodies against Gia-2 (L5), Gia-3 (C-10),
Cyclin DI(DCS-6), cyclin A (C-19), cyclin E (M-20), Cdk2 (D-12), Cdk4 (DCS-35), phospho-
specific (Ser249-Thr252) Rb, Rb (IF8), (phospho-specific —Tyr204) ERKI1/2 antibody,
polyclonal ERK1/2(C-14) antibody, polyclonal phospho-specific (Ser473) AKT antibody, total
AKT antibody, polyclonal EGF-R (1005) , polyclonal (phospho)-EGFR (phosphor-specific-
tyrosinel173), polyclonal PDGF-R B (958) polyclonal (phospho)-PDGF-R B (phospho-specific-
tyrosine 1021), polyclonal IGF-R B (C20) polyclonal (phospho)-IGF-IR (phospho-specific
tyrosine 1165/1166), polyclonal p21“P! (C19) and polyclonal p27%P' (C19), horseradish
peroxidase-conjugated goat anti-mouse/anti-rabbit and anti-goat immunoglobulin, were from
Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz, DA, USA) antibodies against Nox4 and p47°*
were from EMD Millipore. L-(4,5-3H) thymidine were from Amersham Biosciences (Baie
d’Urfé, QC, Canada). All other chemicals were purchased from Sigma Aldrich Canada.
Animal treatment

One-week-old-male spontaneously hypertensive rats (SHR) and age-matched normotensive
Wistar-Kyoto (WKY) rats were purchased from Charles River Laboratories Canada (St-
Constant, Qc, Canada) . Animals were maintained at room temperature with free access to water
and regular rat chow in 12h light -dark cycles. Rats were left for 1 week for adaptation. SHR
and WKY rats were divided into 4 groups (Control WKY and SHR and C-ANP4.;3-treated WKY
and SHR) (6 rats/group). Two week-old SHR and age-matched WKY rats were injected
intraperitoneally with C-ANP43 (10 nmol/kg body weight) twice per week for 6 weeks in 0.01

mol/L sodium phosphate buffer, pH 7.0, containing 0.05 mol/L NaCl as has been done in our
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previous experiments (Li, Sarkar et al. 2014). The control WKY rats and SHR received vehicle.
The blood pressure was monitored twice a week by tail-cuff method without anesthesia using
CODA standard non-invasive blood pressure system. At the end of the 9th week, after taking the
blood pressure, the rats were euthanized by decapitation after CO exposure. The thoracic aorta
were dissected out and used for cell culture. All the animal procedures used in the present study
were approved by the Comité de Déontologie de I’Expérimentation sur les Animaux (CDEA) of
the University of Montreal (protocol #99050). The investigation conforms to the Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals published by the US National Institutes of Health (Guide,
NRC 2011).

Cell Culture

Aortic VSMCs from 9-week-old SHRs and WKY rats (control group) and C-ANP4 23—
treated SHRs and WKY rats were cultured as described previously (Anand-Srivastava, Franks et
al. 1982). As reported earlier (Sandoval, Li et al. 2011), these cells were found to contain high
levels of smooth-muscle-specific actin. The cells were plated in 75 cm? flasks and incubated at
37 °C in 95% air and 5% CO> humidified atmosphere in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM) (with glucose, l-glutamine, and sodium bicarbonate) containing antibiotics and 10%
heat-inactivated fetal bovine serum (FBS). The cells were passaged upon reaching confluence
with 0.5% trypsin containing 0.2% EDTA and utilized between passages 3 and 10. After
incubation, the cells were washed three times with PBS and lysed in 30 ml of buffer (25 mM
Tris-HCI, pH 7.5, 25 mM NaCl, I mM Na orthovanadate, 10 mM Na fluoride, 10 mM Na
pyrophosphate, 2 mM ethylene, bis(oxyethylenenitrolo)tetracetic acid, 2 mM ethylenediamine
tetracetic acid, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 10 mg/ml aprotinin, 1% Triton X-100,

0.1% sodium dodecyl sulphate (SDS), and 0.5 mg/ml leupeptin) on ice. The cell lysates were
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centrifuged at 12,000 g for 5 min at 4°C. Protein concentration was determined by Bradford
assay (Bradford 1976).
Western blot analysis

The levels of Gia-2, Gia-3, cell cycle proteins, ERK1/2, pAKT(Ser473) Nox4, p47 PhoX, c-
Src and growth factor receptors were determined by Western blotting using specific antibodies
as described previously (Lappas, Daou et al. 2005). Equal amounts of protein (30ug) were
subjected to 10% SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE), transferred to
nitrocellulose membranes and incubated with the respective primary antibodies: Gia-2 (LS), Gia-
3 (C-10), Cyclin D1(DCS-6), cyclin A (C-19), cyclin E (M-20), Cdk2 (D-12), Cdk4(DCS-35),
phospho-specific(Ser249-Thr252) Rb, Rb (IF8), (phospho-specific —Tyr204) ERK1/2 antibody,
polyclonal ERK1/2(C-14) antibody, polyclonal phospho-specific (Ser473) AKT antibody, total
AKT antibody, polyclonal EGF-R (1005), polyclonal (phospho)-EGFR (phosphor-
specifictyrosinel173), polyclonal PDGF-R B (958) polyclonal (phospho)-PDGF-R B (phospho-
specific-tyrosine 1021), polyclonal IGF-R B (C20) polyclonal (phospho)-IGF-IR (phospho-
specific tyrosine 1165/1166), rabbit polyclonal p21€P! (No. sc-397; all from Santa Cruz
Biotechnology Inc) and rabbit polyclonal p27%! (No. sc-528; all from Santa Cruz Biotechnology
Inc). The antibody-antigen complexes were detected by second antibody horseradish peroxidase-
conjugated goat anti-mouse, donkey anti-goat and goat anti-mouse. Protein bands were
visualized by enhanced-chemiluminescence. Western blotting detection reagents were 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, Qc, Canada) and quantified by using gel-scan XL evaluation

software (version 2.1) from Pharmacia.
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Determination of Superoxide anion production and NADPH oxidase activity

Basal superoxide anion production and NADPH oxidase activity in the VSMCs were
measured using the lucigenin-enhanced chemiluminescence method with low concentration
(Spumol/1) of lucigenin as described previously (Lappas, Daou et al. 2005). VSMC from control
and C-ANP 4.3-treated SHR and WKY rats were washed in oxygenated Kreb—Hepes buffer, and
placed in scintillation vials containing lucigenin solution, and the emitted luminescence was
measured with a liquid scintillation counter (Wallace 1409: Turku, Finland) for 5 min. The
average luminescence value was estimated, the background value subtracted and the result was
divided by the total wet weight of tissue in each sample. The NADPH oxidase activity in the
samples was assessed by adding 10*mol/l NADH (Sigma Chemical Co.) in the vials before
counting. Basal superoxide- induced luminescence was then subtracted from the luminescence
value induced by NADH.
[Methyl-3H|thymidine incorporation
DNA synthesis was evaluated by incorporation of [*H] thymidine into cells. Subconfluent
VSMC from control and C-ANP4.;3 treated SHR and WKY rats were plated in 6-well plates for
24 hrs and were serum deprived for 24 h to induce cell quiescence. [*H] thymidine (1 uCi) 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
viability was checked by the trypan blue exclusion technique and indicated that >90~95 % cells

were viable.
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Statistical analysis

The number of independent experiments is reported. Each experiment was conducted at least five
times using separate cell population. All data are expressed as the mean + SEM. Comparisons
between groups were made with one way analysis of variance (ANOVA) followed by Dunnett

tests using GraphPad Prism5 software. Results were considered significant at a value of p < 0.05.
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RESULTS

The mean blood pressure (BP) of SHR and WKY rats at 8 weeks were 228 + 3.5 mmHg
and 108 + 8.1 mmHg respectively. Intraperitoneal injection of C-ANP423 (10 nmol’kg BW) for
six weeks (twice weekly) decreased the BP in SHR to 118 + 9.8 mmHg without affecting the BP
in WKY rats. Values are mean + SEM of 6 rats in each group.

Effect of in vivo treatment of C-ANP4 >3 on proliferation of VSMC from SHR.

Fig. 1 shows the effect of in vivo treatment of C-ANP4.23 on proliferation of VSMC from
SHR and WKY rats. As reported earlier (Bou Daou, Li et al. 2016), VSMC from SHR exhibited
enhanced proliferation as compared to WKY rats by about 125% as determined by thymidine
incorporation and this enhanced proliferation was significantly reduced to control levels by C-
ANP,.3 treatment. On the other hand, C-ANP4.23 treatment did not have any significant effect on
the proliferation of VSMC from WKY rats.

Effect of in vivo treatment of C-ANP4 >3 on the overexpression of cell cycle proteins

in VSMC from SHR

To investigate if the attenuation of hyperproliferation of VSMC from SHR by in vivo
treatment with C-ANP4.23 is attributed to its ability to attenuate the enhanced expression of cell
cycle proteins, the effect of in vivo treatment of C-ANPs23 on the expression of cell cycle
proteins was examined and the results are shown in Fig. 2. The expression of cyclin D1 (A) and
cdk4 proteins (B) was increased by about 80 % and 120% respectively in VSMC from SHR as
compared to WKY rats and C-ANPs23 in vivo treatment almost completely attenuated the
enhanced expression of cyclin DI and cdk4 proteins to control levels. Furthermore, the
expression of cyclin A (C), cyclin E (D) and cdk2 proteins (E) was also enhanced in VSMC from

SHR as compared to WKY by about 75 %, 125% and 100 % respectively and C-ANP4.23 in vivo
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treatment attenuated the enhanced expression of cyclin A and cdk2 proteins to WKY control
level whereas the enhanced expression of cyclin E proteins was attenuated by about 60 %. On
the other hand, C-ANP4.»; treatment did not significantly enhance the levels of cyclin E in WKY
rats.

In addition, the expression of phosphorylated retinoblastoma protein (pRb) was also
increased by 140% in VSMC from SHR and was completely abolished by in vivo C-ANP4.»3
treatment to control WKY levels (Fig. 3A). Furthermore, the levels of cdk inhibitor proteins
p21°P!( Fig.3B) and p27%"! (Fig. 3C) that were decreased by about 50 % and 40 % respectively
in VSMC from SHR compared to WKY rats were restored to control levels by in vivo C-ANP4-
23 treatment. On the other hand, C-ANP4.»; treatment did not have any significant effect on the

levels of these proteins in WKY rats.

Effect of in vivo C-ANP4 73 treatment on NADPH oxidase activity and superoxide

anion production in VSMC from SHR

Since oxidative stress has been shown to contribute to hyperproliferation of VSMC from
SHR (Li, Levesque et al. 2010) and C-ANP4.2;3 attenuates hyperproliferation, it was of interest to
investigate if C-ANP 4.3.induced antiproliferative effect is attributed to its ability to decrease
enhanced oxidative stress. To test this, the effect of in vivo treatment of C-ANP4.23 on the levels
of Oy and NADPH oxidase activity was determined in VSMC from SHR and aged-matched
WKY rats. Results shown in Fig. 4 indicate that the level of O>" (A) and NADPH oxidase
activity (B) were significantly augmented by about 130% and 350 % respectively in VSMC from
SHR as compared to WKY rats and C-ANP4 3 treatment completely abolished the levels of O»-

production and restored the enhanced NADPH oxidase activity to control levels.
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Effect of in vivo C-ANP4.23 treatment on the levels of NADPH oxidase subunits p47°"°* and

Nox4 in VSMCs from SHR

Since C-ANP4 23 decreased the production of O~ and NADPH oxidase activity in VSMC
from SHR, it was of interest to examine if C-ANP4 23-induced decreased O>  production in
VSMC from SHR is associated with the decreased expression of different subunits of NADPH
oxidase. To test this, we examined the effect of in vivo C-ANP4 23 treatment on the expression of
p47°* (A), Nox4 (B), critical subunits involved in NADPH oxidase activation in VSMC from
WKY and SHR and the results are shown in Figure 5. As reported earlier (Saha, Li et al. 2008b)
the levels of p47°1°* (A) and Nox4 (B) were significantly enhanced by 90% as compared with
WKY rats, and this increase was attenuated to WKY control levels by C-ANP4»3 in vivo
treatment. On the other hand, this treatment did not affect the expression of p47°"° (A) and Nox4
(B) in WKY rats.

Effect of in vivo C-ANP4.,3 treatment on the enhanced c-Src activation in VSMCs from

SHR:

We previously showed the implication of non-receptor tyrosine kinase c-Src in the
hyperproliferation of VSMC from SHR (Li, Levesque et al. 2010). To investigate if C-ANP4.23-
induced antiproliferative effect is mediated to its ability to decrease the activation of c-Src, the
effect of in vivo C-ANP4.23 treatment on the phosphorylation of c-Src was determined in VSMC
from SHR and WKY rats and the results are shown in Fig. 6. As reported earlier (Gomez

Sandoval and Anand-Srivastava 2011), the phosphorylation of Tyr*'®

on c-Src was significantly
augmented by ~75% in VSMC from SHR compared with WKY rats and in vivo C-ANP4.3

treatment completely abolished the enhanced phosphorylation of ¢c-Src in VSMC from SHR. On
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the other hand, this treatment did not have any significant effect on the phosphorylation of c-Src
in WKY rats.

Effect of in vivo C-ANP4.,3 treatment on the enhanced phosphorylation of growth

factor receptors in VSMC from SHR

Since the enhanced activation of growth factor receptors reported in VSMC from SHR
(Sandoval, Li et al. 2011) was shown to contribute to increased proliferation of VSMC from
SHR (Li, Levesque et al. 2010), it was of interest to investigate if the antiproliferative effect of
in vivo C-ANP 4.3 treatment was also attributed to its ability to attenuate the enhanced
activation of growth factor receptors. To examine this, the effect of in vivo C-ANP4.23 treatment
on the phosphorylation of EGF-R, PDG-R and IGF-R was investigated. Results shown in Fig. 7
indicate that the levels of phosphorylated EGF-R(A) PDGF-R(B) and IGF-R(C) were increased
by about 55% , 155% and 125% respectively and that in vivo C-ANP 423 treatment attenuated
the enhanced phosphorylation of PDGF-R and IGF-R by about 85% whereas the enhanced
phosphorylation of EGF-R was restored to WKY control levels. On the other hand, in vivo C-
ANP,.3 treatment did not affect the basal phosphorylation of these growth factor receptors in
VSMC from WKY rats.

Effect of in vivo C-ANP4.»3 treatment on the enhanced phosphorylation of ERK1/2 and Akt

in VSMC from SHR

We previously showed that VSMC from SHR exhibit enhanced phosphorylation of
ERK1/2 and AKT (Bou Daou, Li et al. 2016) that is implicated in enhanced expression of cell
cycle proteins (EI Andalousi, Li et al. 2013) and hyperproliferation of VSMC from SHR (Li,
Levesque et al. 2010). To investigate if the attenuation of hyperproliferation of VSMC from SHR

by in vivo C-ANP423 treatment is attributed to its ability to inhibit the enhanced activation of
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MAPK/PI3 kinase pathways, we examined the effect of in vivo C-ANP4.23 treatment on the levels
of phosphorylated ERK1/2 and AKT in VSMC from SHR and the results are shown in Fig. 8. As
reported earlier (Bou Daou, Li et al. 2016) the phosphorylation levels of ERK1/2 (A) as well as
AKT (B) were increased by about 140% and 70% respectively in VSMC from SHR as compared
to WKY and in vivo C-ANP4;treatment almost completely abolished the enhanced
phosphorylation of AKT whereas about 75% inhibition of ERKI1/2 phosphorylation was
observed. On the other hand, this treatment did not affect the basal phosphorylation of AKT and
ERK1/2 in VSMC from WKY rats.

Effect of in vivo C-ANP4.,3 treatment on the levels of Gi proteins in VSMC from SHR:

The enhanced expression of Gi proteins and cell cycle proteins has been implicated in
hyperproliferation of VSMC from SHR (Kubo, Fukuda et al. 2000, Li, Levesque et al. 2010,
Gomez Sandoval and Anand-Srivastava 2011, El Andalousi, Li et al. 2013). Therefore, to
investigate if the attenuation of enhanced expression of cell cycle proteins and hyperproliferation
of VSMC from SHR induced by in vivo C-ANP4 3 treatment is attributed to its ability to
decrease the enhanced expression of Gi proteins, we examined the effect of in vivo C-ANP423
treatment on the levels of Gia-2 and Gia-3 proteins in VSMC from SHR and WKY rats and the
results are shown in Fig. 9. As reported earlier earlier (Lappas, Daou et al. 2005, Hashim, Li et
al. 2006, El Andalousi, Li et al. 2013), the levels of Gia2 (A) and Gia3 (B) were augmented by
about 110% and 75% respectively in VSMC from SHR as compared to WKY rats and in vivo
C-ANP4.»3 treatment restored the enhanced levels of Gi proteins to WKY control levels. These
data suggest that C-ANP4 23-induced decreased expression of Gi proteins may contribute to the
attenuation of the enhanced expression of cell cycle components and resultant attenuated

hyperproliferation of VSMC from SHR.
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DISCUSSION

We earlier showed that NPR-C activation by C-ANP4.3, attenuated the hyperproliferation
of VSMC from SHR through its ability to decrease the enhanced expression of Gia proteins and
cell cycle proteins (EI Andalousi, Li et al. 2013). However, in the present study we show for the
first time that in vivo treatment of SHR with C-ANP 4.3 attenuates the hyperproliferation of
VSMC due to its ability to decrease the enhanced expression of cell cycle proteins from G1-
phase and to restore the decreased levels of cyclin kinase inhibitors p21“P'and p27%P! as well as
ROS and ROS-mediated signaling pathways implicated in the regulation of VSMC proliferation.

Our results showing that in vivo C-ANP4.3 treatment reduced the levels of enhanced cell
cycle proteins and also restored the decrease levels of CDK inhibitors p21“P! and p27%P! suggest
that C-ANP4.23-induced antiproliferative effect may be attributed to its ability to attenuate the
enhanced expression of cell cycle proteins and to restore the decreased expression of cdk
inhibitors p21°P! and p27%P!. In this regard, a role of cell cycle proteins and associated kinases
in the regulation of cell proliferation is well documented (Tanner, Greutert et al. 2003). These
results are in agreement with our earlier studies showing that C-ANP4.2;3 treatment of VSMC
from SHR for 24 hrs resulted in the attenuation of enhanced expression of cell cycle proteins (El
Andalousi, Li et al. 2013).

Oxidative stress is now widely recognised as being a critical player in the pathogenesis of
cardiovascular disease including hypertension (Griendling and Alexander 1997, Lappas, Daou et
al. 2005, Gomez Sandoval and Anand-Srivastava 2011). We earlier showed that VSMC from
SHR exhibit enhanced oxidative stress due to enhanced levels of O>, NADPH oxidase activity
and overexpression of NADPH oxidase subunits (Li, Sarkar et al. 2014). The implication of

enhanced oxidative stress in hyperproliferation of VSMC from SHR was supported by the study
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showing that treatment of VSMC from SHR with antioxidants attenuated the hyperproliferation
of VSMC (Bou Daou, Li et al. 2016). In addition, H>O, that increases oxidative stress was also
shown to enhance the proliferation of VSMC (Mbong and Anand-Srivastava 2012). In this study,
we demonstrate that in vivo C-ANP4.23 treatment of SHR attenuated the enhanced levels of Oz
production, NADPH oxidase activity as well as NADPH oxidase subunits p47°1* and Nox4 in
VSMC. Taken together, it may be suggested that C-ANP4.23 attenuates hyperproliferation of
VSMC from SHR through its ability to decrease oxidative stress. In this regard, a role of C-
ANP4.3 as an antioxidant has been shown previously (Saha, Li et al. 2008b).

We also examined the implication of downstream signaling molecules of oxidative stress
in C-ANP4.23-induced attenuation of hyperproliferation of VSMC from SHR. Oxidative stress
through c-Src, growth factor receptor transactivation and MAP kinase signaling has been shown
to enhance the expression of Gia proteins (Sandoval, Li et al. 2011), which through augmenting
the levels of cell cycle proteins enhances the proliferation of VSMC in SHR (EI Andalousi, Li et
al. 2013). Consistent with the study reported earlier (Gusan and Anand-Srivastava 2013), the
activation (phosphorylation) of c-Src was enhanced in VSMC from SHR as compared to WKY
rats, however, we demonstrate for the first time that in vivo treatment of SHR with C-ANP4-3
that exerted antiproliferative effect, also attenuated the enhanced activation of c-Src in VSMC
from SHR, suggesting that the antiproliferative effect of NPR-C activation by in vivo treatment
with C-ANP4.23 may also involve c-Src activation.

Growth factor receptors are expressed in VSMC and their activation has been shown to
promote cell proliferation (Hamet, Hadrava et al. 1988, Satoh, Fukuda et al. 2001). We earlier
showed the implication of enhanced activation of growth factor receptors in hyperproliferation of

VSMC from SHR (Gomez Sandoval, Levesque et al. 2009). In addition, we also showed that
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growth factor receptor activation is the downstream signaling of c-Src because PP2; an inhibitor
of c-Src attenuated the activation of growth factor receptors in VSMC from SHR (Gomez
Sandoval and Anand-Srivastava 2011). In the present study, we show for the first time that in
vivo treatment of SHR with C-ANP4.3 also attenuated the enhanced phosphorylation of EGF-R,
PDGF-R and IGF-R in VSMC from SHR and suggest that the antiproliferative effect of C-ANPa.
23 may also be attributed to its ability to attenuate the enhanced activation of growth factor
receptors.

Several studies have shown the implication of MAP kinase and PI3-kinase in cell
proliferation (Varticovski, Harrison-Findik et al. 1994, Seger and Krebs 1995). In addition, the
hyperproliferation of VSMC from SHR was also shown to be attributed to the augmented
activity of MAP kinase and PI3kinase (Molloy, Taylor et al. 1993, Saward and Zahradka 1997,
Hashim, Li et al. 2006). In the present study, we report that in vivo treatment of SHR with C-
ANP 43 attenuated the enhanced phosphorylation of ERK1/2 as well as AKT in VSMC from
SHR and suggest that the antiproliferative effect of C-ANP4.»3 in vivo treatment may also be
mediated through the inhibition of enhanced activity of MAP kinase and PI3 kinase pathways.
Our results are in agreement with the earlier studies showing 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 (Hashim, Li et al. 2006). In addition, the
implication of MAP kinase/PI3-kinase/AKT signaling pathways in C-ANPs23.induced
attenuation of enhanced expression of cell cycle proteins and hyperproliferation of VSMC from
SHR was also shown (El Andalousi, Li et al. 2013). Taken together, it may be suggested that C-

ANP4.3-mediated attenuation of MAP kinase and PI3kinase activation in VSMC from SHR
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decreases the enhanced expression of cell cycle proteins and resultant decreased cell
proliferation.

The involvement of Gia proteins in the regulation of cell proliferation has been shown
(Moxham, Hod et al. 1993, McKillop, Schmidt et al. 1999). Suppression of Gia-2 in the liver and
fat of transgenic mice was associated with a dramatic reduction in neonatal growth (McKillop,
Schmidt et al. 1999). In addition, hepatocellular carcinoma cells that had increased expression of
Gia proteins showed increased proliferation (McKillop, Schmidt et al. 1999). Furthermore,
immortalized lymphoblasts derived from lymphocytes from hypertensive patients have been
shown to exhibit an enhanced activation of pertussis toxin (PT)-sensitive G protein (Siffert,
Rosskopf et al. 1995), enhanced proliferation, and enhanced activity of Na'/K" exchanger
isoform (NHE-1) (Rosskopf, Fromter et al. 1993). By using pertussis toxin that inactivates Gia
proteins and siRNA of Gia proteins, we also showed the implication of enhanced expression of
Gia proteins in hyperproliferation of VSMC from SHR (Bou Daou, Li et al. 2016). In addition,
the role of Gia proteins in the enhanced expression of cell cycle proteins and hyperproliferation
of VSMC from SHR has also been shown (El Andalousi, Li et al. 2013, Bou Daou, Li et al.
2016). The fact that in vivo C-ANP4.3 treatment of SHR also inhibited the enhanced expression
of Gia proteins and hyperproliferation of VSMC from SHR suggests that the inhibition of
enhanced expression of Gia proteins through decreasing the enhanced levels of cell cycle
proteins contributes to the antihyperproliferative effect of C-ANP4.23. However, the activation of
NPR-C by C-ANP4 23 and resultant decreased levels of intracellular cAMP (Anand-Srivastava,
Srivastava et al. 1987, Anand-Srivastava, Sairam et al. 1990) may not be the underlying
mechanism contributing to the antiproliferative effect of C-ANP4 23, because the decreased

levels of cCAMP have been reported to cause hyperproliferation of the cells (Schmidt, McKillop
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et al. 1999, Hayashi, Morishita et al. 2000). This notion is supported by the studies of other
investigators who have also shown that C-ANP4 ;3 inhibits cell proliferation by cAMP-
independent mechanism (Prins, Weber et al. 1996).

In conclusion, we have shown that in vivo treatment of SHR with C-ANP 4.3 through the
attenuation of enhanced oxidative stress, c-Src and growth factor receptor activation, over
expression of Gia proteins, inhibition of MAP kinase and AKT activation inhibits the enhanced
expression of cell cycle proteins and results in the inhibition of hyperproliferation of VSMC.
Based on these findings, it may be suggested that C-ANP4.3 could be used as a potential
therapeutic agent in the treatment of vascular complications associated with hypertension and

other cardiovascular pathologies.
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FIGURES AND LEGENDS

Figure 1: Effect of in vivo C-Atrial Natriuretic peptide (ANP) 4.3 treatment on DNA
synthesis in VSMC from SHR and WKY. Two-week old SHR and age-matched WKY rats
(control) were injected intraperitoneally with C-ANP4 23 (10 nmol/Kg of body weight) twice
weekly up to 6 weeks as described in ‘‘Materials and Methods’’. After 6 weeks of treatment, the
BP was mesured, and the rats were sacrificed at 9 week-old of age. Aortic VSMC from SHR and
age-matched WKY (control groups) and C-ANP 43 treated groups were cultured and thymidine
incorporation was determined as described in ‘‘Methods’’. Results are expressed as % of WKY
CTL, taken as 100%. Values are means = SEM of 6 separate experiments ***P<0.001,

###P<0.001.

Figure 2: Effect of in vivo C-Atrial Natriuretic peptide (ANP) 4.3 treatment on the
expression of cell cycle proteins in VSMC from SHR and WKY. VSMC lysates from aorta
of 9-week-old spontaneously hypertensive rats (SHRs) and Wistar-Kyoto (WKY) rats with or
without C-ANP43; treatment were subjected to Western blotting using specific antibodies
against cyclin D1 (A), cdk4 (B), cyclin A (C), cyclin E (D) and cdk2 (E) as described in
‘“Materials and Methods’’. Dynein was used as a loading control. The proteins were quantified
by densitometric scanning as described in materials and methods. Results are expressed as % of
WKY CTL, taken as 100%. Results are expressed as % of WKY CTL taken as 100%. Values are

means = SEM of 6 separate experiments. **P<0.01, ***P<0.001, ##P<0.01, ###P<0.001.

Figure 3: Effect in vivo C-ANP4_»3 treatment on the levels of pRb, p21 and p27 proteins.
Cell lysate of VSMC from spontaneously hypertensive rats (SHRs) and Wistar-Kyoto (WKY)
rats that were injected or not with C-ANP 4.3 treatment were used for western blotting as

described in ‘‘Materials and Methods’’. B-actin was used as the loading control. The proteins
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were quantified by densitometric scanning as described in materials and methods. Results are
expressed as % of WKY CTL, taken as 100%.Values are means + SEM of 6 separate

experiments *P<0.05,**P<0.01, ***P<0.001, #P<0.05,##P<0.01, ##P<0.001.

Figure 4: Effect of in vivo C-ANP 4.3 treatment on NADPH oxidase activity and Oy
production. O, production (A) and NADPH oxidase activity (B) were determined in Aortic
VSMC from SHRs and WKY that were injected or not with C-ANP 4.»3 treatment as described in
‘‘Materials and Methods’’. Results are expressed as % of WKY CTL, taken as 100%.Values are

means + SEM of 6 separate experiments. ***P<0.001, ##P<0.001.

Figure 5: Effect of in vivo C-Atrial Natriuretic peptide (ANP) 423 treatment on the
enhanced levels of NADPH oxidase subunits p47°"* and Nox4 in VSMC from SHR and
WKY. VSMC lysates from aorta of 9-week-old SHR and WKY rats with or without C-ANP43
treatment were subjected to Western blotting using specific antibodies against P47P"°* (A) and
NOX4 (B). Dynein was used as a loading control. The proteins were quantified by densitometric
scanning as described in ‘‘Materials and Methods’’. Results are expressed as % of WKY CTL,

taken as 100%.Values are means + SEM of 6 separate experiments. **P<0.01, ##P<0.01.

Figure 6: Effect of in vivo C-ANP4.23 treatment on c-Src activation in VSMC from SHR.
VSMC lysates from aorta of 9-week-old SHR and WKY rats with or without C-ANP4 23
treatment were subjected to Western blotting using specific antibodies against (phospho)-c-Src
(top) and c-Src as described in ‘‘Materials and Methods’’. The proteins were quantified by
densitometric scanning as described in materials and methods. Results are expressed as % of
WKY CTL, taken as 100%.Values are means = SEM of 6 separate experiments. ***P<0.001,

###P<0.001.
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Figure 7: Effect of in vivo C- ANP4.;3 treatment on the hyperphosphorylation of epidermal
growth factor receptor (EGF-R), Platelet derived growth factor receptor (PDGF-R) and
Insulin growth factor receptor (IGF-R) in VSMC from SHR. VSMC lysates from aorta of 9-
week-old SHR and WKY rats with or without C-ANP4»3 treatment were subjected to Western
blotting using specific antibodies against pEGFR/EGFR(A), pPDGFR/PDGFR(B) and pIGF-
IR/IGF-1R(C). The proteins were quantified by densitometric scanning as described in
‘‘Materials and Methods’’. Results are expressed as % of WKY CTL, taken as 100%.Values are

means = SEM of 6 separate experiments. *P<0.05,**P<0.01, #P<0.05,##P<0.01.

Figure 8: Effect of in vivo C-ANP4.23 treatment on the enhanced phosphorylation of
Extracellular signal-regulated kinase ERK1/2 and AKT in VSMC from SHR. VSMC
lysates from aorta of 9-week-old SHR and WKY rats with or without C-ANP4 23 treatment were
subjected to Western blotting using specific antibodies against pERK1/2/ERK1/2(A) and
pAKT/AKT(B) as described in ‘‘Materials and Methods’’. Results are expressed as % of WKY

CTL taken as 100%. Values are means + SEM of 6 separate experiments. **P<0.01, ##P<0.01.

Figure 9: effect of in vivo Natriuretic Peptide type C activation on the augmented levels of
Gia 2 and Gia 3 in VSMC from SHR. VSMC lysates from aorta of 9-week-old SHR and WKY
rats with or without C-ANP43 treatment were subjected to Western blotting using specific
antibodies against Gia-2 (A) and Gia-3 (B) as described in ‘‘Materials and Methods’’. Dynein
was used as a loading control . The protein bands were quantified by densitometric scanning. The
results are expressed as ratio of Gi protein/Dynein of WKY taken as 100%. Values are mean =+

SEM of 6 separate experiments. **P<0.01, ***P<0.001, ##P<0.01, ###P<0.001.
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8. Discussion

Le remodelage vasculaire observé dans les pathologies cardiovasculaires comme
I’athérosclérose ou I’hypertension artérielle, est principalement dii au fait que les CMLVs
démontrent un profil prolifératif excessif. Les CMLVs provenant des RSH ont démontré une plus
grande capacité mitotique que les WKY. Cette augmentation de prolifération a été attribuée a
plusieurs facteurs. Premiérement, il a été prouvé que le taux de peptides vasoactifs secrétés de
maniere endogene est plus élevé chez les RSH que chez les WKY. En effet, les tissus de CMLV's
traités par I’Ang II, ’ET-1 et ’AVP ont démontré une augmentation de la prolifération en
comparaison avec des CMLVs contrdles. Elles ont aussi démontré une activation des voies
MAPK/AKT et une surexpression des protéines Gai. L’implication de ERK1/2 et de Gai dans la
prolifération des CMLVs a précédemment été¢ documentée (Li, Lappas et al. 2007, Li, Levesque
et al. 2010, Gomez Sandoval and Anand-Srivastava 2011). Par ailleurs, nous avons
précédemment démontré que ces peptides vasoactifs entrainaient I’activation des récepteurs des
facteurs de croissance et que leur inhibition a réduit le niveau de prolifération des CMLVs des
RSH, en comparaison a celui des WKY contrdles. Ceci suggere que leur hyperactivation est
impliquée dans la prolifération des CMLVs observée chez les RSH (Li, Levesque et al. 2010,
Gomez Sandoval and Anand-Srivastava 2011, Sandoval, Li et al. 2011).

Nous avons précédemment démontré que ’activation de ce récepteur par son agoniste
spécifique le C-ANP4.»3 entraine une diminution de la pression artérielle chez les RSH, et que
cette diminution faisait intervenir des molécules du stress oxydatif (Li, Sarkar et al. 2014). Ces
résultats sont en concordance avec les travaux d’autres chercheurs (Skowronska, Zielinska et al.
2010) et nos travaux antérieurs ou nous avions montré que I’activation du NPR-C induisait une

baisse du stress oxydatif en diminuant I’activité de la NADPH oxydase (Saha, Li et al. 2008Db).
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De plus, le NPR-C a démontré un réle antimitotique dans de nombreux types cellulaires (Cahill
and Hassid 1991, Levin and Frank 1991, Lelievre, Pineau et al. 2001, Gower, Carter et al. 2006,
Khambata, Panayiotou et al. 2011). Hashim et al. ont démontré que I’hyperprolifération induite
par des peptides vasoactifs dans un modele de CMLVs de type Al0, est diminuée par un
fragment correspondant aux séquences activatrices de Gai du domaine cytoplasmique du NPR-C
(Hashim, Li et al. 2006). Le traitement in vivo des RSH par le C-ANP4»3 a montré, par
incorporation a la thymidine, une baisse de I’augmentation de la synthése d’ADN.

Dans cette présente étude, nous montrons que cette baisse implique une cascade de
signalisation aboutissant a la réduction des protéines du cycle cellulaire. Nos résultats montrent
que les protéines du cycle cellulaire impliquées dans la progression de la phase G1 en phase S
¢taient ¢levées dans les CMLVs des RSH et que le C-ANP4.23 a significativement réduit cette
augmentation. En effet, le niveau d’expression des cyclines A, E et D1 ainsi que celui des cdk2
et cdk4 sont augmentés dans les CMLVs des RSH et I’activation du NPR-C a réduit
I’augmentation de I’expression de ces protéines. Ces résultats suggerent que le traitement
diminue la formation des complexes cyclines D1/cdk4 et cyclines E/cdk2 qui ont déja été décrits
comme nécessaires dans la transition de la phase G1 en S (Dulic, Lees et al. 1992, Koff,
Giordano et al. 1992, Ekholm, Zickert et al. 2001). De plus, ’expression de la cycline E est
¢galement diminuée, ce qui suggere que I’action antiproliférative du NPR-C agit sur la transition
des phases G1-S en diminuant la formation du complexe cycline E/cdk2. Nous dévoilons dans
ces résultats, que le taux élevé de phosphorylation de la pRb dans les CMLVs des RSH a été
réduit a celui de WKY contrdles par le C-ANP4.23. La phosphorylation de la Rb est nécessaire a
la relache du E2F, et étant donné que ce dernier est responsable de la régulation de ’entrée en

phase S, ceci pourrait expliquer la non-transition de la cellule dans cette phase lors de
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I’hypophosphorylation de la Rb (Ekholm, Zickert et al. 2001, Sherr and McCormick 2002). I est
intéressant de noter que le géne de la cycline E est lui-méme une cible pour le facteur de
transcription E2F, ce qui pourrait expliquer d’avantage la diminution de I’expression de la
cycline E dans les CMLVs des RSH injectés au C-ANP4.»3 (Ohtani, DeGregori et al. 1995, Geng,
Eaton et al. 1996, Le Cam, Polanowska et al. 1999). Cette é¢tude montre pour la premiére fois que
les niveaux des inhibiteurs des protéines du cycle cellulaire, la p21°P' et la p27%P!, sont
diminués dans les CMLVs des RSH et que I’activation du NPR-C restaure ces niveaux a celui
des WKY controles. Ces résultats sont en accord avec ceux d’autres chercheurs qui ont démonté
que les CMLVs provenant de RSH exprimaient des composantes de protéines du cycle cellulaire
plus élevées et que ces protéines étaient responsables de la prolifération accrue des CMLVs des
RSH (Tanner, Greutert et al. 2003, Lee, Kim et al. 2009). Par ailleurs, Tanner et al. ont aussi
rapporté le role inhibiteur de la prolifération des protéines p21<P! et la p27%P! des CMLVs
porcines. Cependant, Tanner et al. ont dénoté une prédisposition plus basse des niveaux de la
protéine p21°P! des CMLVs des RSH. Cette différence pourrait s’expliquer par le fait qu’ils
aient provoqué un arrét de la progression cellulaire par 1’utilisation d’un sérum d’arrét (Tanner,
Greutert et al. 2003, Lee, Kim et al. 2009). Ainsi d’apres ces résultats, nous émettons 1’hypothese
que l’action antiproliférative de NPR-C lors de son activation par le C-ANP4.23, est due a une
diminution d’expression des protéines qui régulent la phase G1 et la phase S du cycle cellulaire
et de la diminution de la phosphorylation de la protéine pRb d’une part, et d’autre part par la
restauration des protéines inhibitrices des phases G1 et S, la p21©P! et la p27%iP!,

Nous voulions également déterminer les voies de signalisation impliquées dans les effets
antihyperprolifératifs du NPR-C. Pour ce faire, nous avons commencé par examiner le rdle du

stress oxydatif dans ce mécanisme. Antérieurement, nous avions démontré que les CMLVs des
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RSH avaient des niveaux élevés d’anion superoxyde en comparaison avec ceux des WKY
(Lappas, Daou et al. 2005). Nous avons également montré que des niveaux ¢élevés de peptides
vasoctifs, augmentent 1’expression des sous-unités de la NADPH oxydase p47°°* et Nox4 (L4,
Lappas et al. 2007). Par ailleurs, nous avions montré que 1’activité de la NADPH oxydase et
I’expression de ses sous-unités p47P™°* et Nox4 étaient élevées dans les CMLVs des RSH (Saha,
Li et al. 2008b). Ces résultats sont en accord avec ceux d’autres chercheurs qui ont également
trouvé des niveaux augmentés de la sous-unité p47°1°* et du stress oxydatif dans des modéles
d’hypertension (Chabrashvili, Tojo et al. 2002, Sanchez, Galisteo et al. 2006). Dans cette étude,
nous démontrons que les niveaux élevés de stress oxydatif observés chez les RSH ont diminué
par le C-ANP4.23. En effet, nous avons constaté que le taux d’activité de la NADPH oxydase lors
de I’activation du NPR-C est revenu au niveau controle de WKY et que I’expression des sous-
unités de cette enzyme est également normalisée. De plus, la production de 1’O>™ a été abolie par
le C-ANP4.23. Plusieurs études ont déja rapporté I’'implication du stress oxydatif dans I’induction
de la prolifération des CMLVs. Il a été montré que 1’exposition des CMLVs de rats WKY a un
inducteur d’Oz", augmente la synthése d’ADN (Li, Dietz et al. 1997). Dans une étude similaire,
Baas et al. ont montré que I’induction de la production de I’O;" par le LY83583, provoque de
maniere dose-dépendante une augmentation de I’incorporation de la thymidine, un marqueur de
la synthése d’ADN et de la prolifération cellulaire (Baas and Berk 1995). Par ailleurs, le stress
oxydatif cause une inhibition des protéines de dégradation de la cycline DI entrainant son
accumulation et la progression de la cellule en phase G1 (Martinez Munoz, Post et al. 2001). A la
lumiere de ces résultats, nous proposons la théorie que la diminution de la prolifération des

CMLVs des RSH par I’activation du NPR-C, se produit par la médiation d’une diminution du
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stress oxydatif. Cependant, un rapport direct entre les molécules oxydantes et les protéines du
cycle cellulaire au niveau des CMLV's des RSH n’a pas encore été établi.

Dans des expériences précédentes, nous avons montré que l’utilisation d’inhibiteurs des
récepteurs des facteurs de croissance entrainait une baisse de la prolifération accrue des CMLVs
des RSH, ce qui suggere l'implication de ces récepteurs dans la prolifération exagérée des
cellules musculaires lisses vasculaires de RSH (Li, Levesque et al. 2010, Gomez Sandoval and
Anand-Srivastava 2011, Sandoval, Li et al. 2011). Nous avons également montré I’implication
de taux ¢élevés de stress oxydatif dans le phénoméne de transactivation des récepteurs des
facteurs de croissance dans les CMLVs des RSH (Mbong and Anand-Srivastava 2012). Des
¢tudes antérieures ont également mis en évidence la contribution du stress oxydatif dans la
phosphorylation de c-Src (Ushio-Fukai, Griendling et al. 2001). La transactivation des récepteurs
de facteurs de croissance par c-Src au niveau des CMLVs des RSH a également été rapportée
(Li, Levesque et al. 2010, Gomez Sandoval and Anand-Srivastava 2011, Sandoval, Li et al.
2011). Nos résultats montrent que I’activation du NPR-C diminue le taux de phosphorylation de
I’EGF-R, du PDGF-R et de I'IGF-R dans les CMLVs des RSH, supportant le rdle des récepteurs
des facteurs de croissances dans les effets antiprolifératifs régies par le NPR-C. Nos résultats
montrent également que [’activation du NPR-C attenue d’une manicre significative la
phosphorylation accrue de c-Src vers les niveaux de WKY, suggérant ainsi que [’effet
antiprolifératif du traitement in vivo par le C-ANP4.3 implique ’activation de c-Src. Néanmoins,
la diminution de la surexpression des protéines du cycle cellulaire sous I’effet de I’inhibition c-
Src et des récepteurs des facteurs de croissance demeure a étre investiguée.

L’activation des voies de signalisation d’ERK1/2 et de PI3K/AKT est aussi impliquée dans

la prolifération cellulaire (Varticovski, Harrison-Findik et al. 1994, Seger and Krebs 1995). Ces
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voies jouent un role primordial dans la prolifération des CMLVs en cas d’hypertension (Force
and Bonventre 1998). Un taux élevé de phosphorylation d’ERK1/2 a été observé dans les
CMLVs des RSH en comparaison avec les WKY (Lappas, Daou et al. 2005). D’autre chercheurs
ont également rapporté que I’hyperplasie des CMLVs se faisait a travers ’activation de la voie
des MAPK (Touyz, Deng et al. 1999, Touyz and Schiffrin 2004). Par ailleurs, le traitement des
CMLVs par un inhibiteur de MEK1 a réduit leur hyperprolifération dans un modele de cellules
A10 (Hashim, Li et al. 2006). Les voies de signalisation de PI3K/AKT sont aussi impliquées
dans la prolifération cellulaire (Takahashi, Taniguchi et al. 1999, Xu, Ouk Kim et al. 2000, Liu,
Su et al. 2010). De plus, Hashim et al. ont démontré que la voie des PI3K/AKT est responsable
de I’hyperprolifération des CMLVs chez les RSH (Hashim, Li et al. 2006). L’implication de la
PI3K/AKT dans la prolifération a aussi été rapportée par d’autres études (Takahashi, Taniguchi
et al. 1999, Xu, Ouk Kim et al. 2000, Liu, Su et al. 2010). Une régulation en amont de la voie de
ERK1/2 par PI3K dans la prolifération des CMLVs a aussi été évoquée (Saward and Zahradka
1997).

Par ailleurs, des fragments du domaine cytosoplasmique du récepteur NPR-C inhibent
I’augmentation des taux de phosphorylation d’ERK1/2 et AKT induite par les peptides vasoactifs
(Hashim, Li et al. 2006). De plus, des résultats antérieurs ont montré que la PD98059 et la
wortmannin, des inhibiteurs de la MAPK et de la PI3K respectivement, atténuent I’expression
des protéines cycline D1, cdk2 et la phosphorylation de la protéine pRb, suggérant ainsi le role
de ces voies dans la régulation des protéines du cycle cellulaire (E1 Andalousi, Li et al. 2013).
L’activation soutenue des récepteurs des facteurs de croissance renforce 1’activation d’ERK1/2 et
de la voie de la PI3K induisant ainsi une augmentation de leur phosphorylation et de leurs

propriétés mitogenes. Nos résultats montrent que la phosphorylation élevée d’ERK1/2 et de
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I’AKT a été significativement réduite a un niveau contréle par le C-ANP4.23, nous laissant
supposer que la réduction par le NPR-C de la prolifération excessive des CMLVs des RSH met
en jeu la diminution des niveaux de phosphorylation d’ERK1/2 et d’AKT.

Les protéines Gai sont connues pour leurs implications dans la pathogénése de
I’hypertension artérielle car la simple injection de rats pré-hypertendus de deux semaines avec la
toxine pertussis a prévenu le développement de I’hypertension chez ce modele (Li and Anand-
Srivastava 2002). De plus, nous avons précédemment démontré que le traitement par la toxine
pertussis atténue 1’augmentation de I’expression de la cycline DI, de cdk2 et du taux de
phosphorylation de la protéine pRb dans les CMLVs de RSH en comparaison aux CMLVs de
WKY (El Andalousi, Li et al. 2013). Ces résultats suggerent que le taux d’expression protéique
¢levé de Gai est impliqué dans I’augmentation de 1’expression des protéines du cycle cellulaire.

Le NPR-C inhibe I’activité de ’adénylate cyclase via la protéine Gai ou active la voie de la
PLC. Nous avons précédemment démontré que la diminution de ’AMPc par la stimulation du
NPR-C contribuait & I’activation des voies signalétiques de PLC, suggérant ainsi un cross-talk
entre ces deux voies (Mouawad, Li et al. 2004). Cependant, la diminution du cAMP lors de
I’activation du NPR-C (Anand-Srivastava, Sairam et al. 1990), ne semble pas étre le mécanisme
impliqué dans les effets antiprolifératifs du C-ANP4.3, car des niveaux bas de cAMP induisent
une augmentation de la prolifération cellulaire (Schmidt, McKillop et al. 1999).

Nos résultats rapportent que le traitement par le C-ANP4.23 diminue 1’expression élevée des
protéines Gai 2 and Gai 3 au niveau des CMLVs des RSH, et que cette diminution contribue a
I’action antiproliférative du NPR-C, comme évoqué dans de précédentes études (Bou Daou, Li et

al. 2016).
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9. Conclusions

Nos résultats montrent une prolifération plus marquée dans les CMLVs des RSH en
comparaison avec celles des WKY et montrent que le traitement in vivo par le C-ANPs23
diminue cette augmentation. De plus, les niveaux des protéines impliquées dans la phase G1 du
cycle cellulaire : cycline A, cycline E cycline D1 ainsi que des cdk2 et cdk4 et de la forme
phosphorylée de la protéine du rétinoblastome (pRb) sont plus élevés dans les CMLVs des RSH
en comparaison avec les WKY, et ces niveaux ont été atténués par ’activation du NPR-C. Les
protéines inhibitrices du cycle cellulaire, la p21©P'et la p27XiP!, étaient régulées a la baisse dans
les CMLVs des RSH et le traitement par le C-ANP4.23 a restauré ces niveaux a ceux des contrdles
des WKY. De plus, les niveaux de ’activité¢ de la NADPH oxydase et de la production d’O"
¢taient aussi augmentés dans les CMLVs des RSH et le C-ANP4-23 a réduit ces élévations. Dans
les CMLVs des RSH, les taux de phosphorylation de c-Src, des récepteurs des facteurs de
croissance EGF-R, PDGF-R et IGF-R ainsi que ceux d’ERK1/2 et d’AKT étaient augmentés en
comparaison avec les WKY et le traitement in vivo avec le C-ANP4»3 a réduit de manicre
significative ces augmentations. Les protéines Gai 2 et Gai 3 étaient aussi surexprimées dans les
CMLVs des RSH et I’activation du NPR-C a réduit cette hausse.

En conclusion, nous fournissons la premiére preuve que le traitement in vivo des RSH par
I’agoniste spécifique du NPR-C induit une diminution de la prolifération des CMLVs, et que
cette diminution est liée a une baisse des niveaux des protéines du cycle cellulaire exprimées
durant la phase G1. Nous émettons I’hypothese que cette baisse est due a la diminution du stress
oxydatif induisant une hypophosphorylation de c-Src qui va a son tour atténuer la transactivation
des récepteurs des facteurs de croissance. La diminution de I’activit¢ de ’EGF-R, PDGF-R et

IGF-R va induire une baisse de la phosphorylation d’ERK1/2 et d’AKT qui vont a leur tour
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réguler a la baisse les protéines Gai, et ces dernieres vont réduire I’expression des protéines du

cycle cellulaire.
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10. Perspectives

Cette recherche a mis en évidence les mécanismes par lesquels le NPR-C induit son effet
antiprolifératif dans les CMLVs des RSH. Nous espérons que cette modeste contribution pourra
ouvrir sur des investigations plus approfondies sur les mécanismes de signalisation intracellulaire
qui sont impliqués dans la régulation des protéines du cycle cellulaire dans I’hypertension
artérielle. Cette étude a démontré le rdle des protéines du cycle cellulaire impliquées durant la
phase Gl et de leurs inhibiteurs dans I’hyperprolifération des CMLVs des RSH. Elle a
¢galement démontré le réle du stress oxydatif et I’implication des voies de signalisation des
récepteurs des facteurs de croissance, de I’activation de c-Src, de la voie d’ERK1/2 et celle des
PI3K ainsi que la contribution des protéines Gai 2 et Gai 3. Nos prochaines études viseront a
investiguer le role des substances anti-oxydantes, des inhibiteurs de c-Src ainsi que des
antagonistes des récepteurs de facteurs de croissance sur 1’expression des protéines du cycle
cellulaire et de leurs inhibiteurs. Cette future étude aura pour but d’établir un lien direct entre ces
voies de signalisation et ’expression des protéines du cycle cellulaire.

Ces voies ne sont pas les seules a étre impliquées dans la prolifération; ainsi il serait
intéressant d’évaluer la voie de JNK et p38 ou encore celle de la p53.

Comme mentionné précédemment, le mécanisme de 1’apoptose a probablement une
implication dans le remodelage. 11 est intéressant de noter que de nombreuses études ont suggéré
que Dhyperprolifération cellulaire est en fait une réponse compensatrice au phénomeéne
apoptotique (Perez-Garijo, Martin et al. 2004, Kondo, Senoo-Matsuda et al. 2006, Fan and
Bergmann 2008, Mollereau, Perez-Garijo et al. 2013). De plus, d’autres études suggeérent que
I’apoptose se produit de manicre cyclique durant des périodes limitées (Hamet, deBlois et al.

1996, Tea, Der Sarkissian et al. 2000). Etant donné la complexité du remodelage vasculaire, il
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n’est pas impossible que le phénoméne de I’apoptose induise I’hyperprolifération des CMLVs
observée au niveau des RSH, c’est pourquoi il serait intéressent d’investiguer plus en
profondeur cette piste.

Dans cette étude, nous avons aussi remarqué une différence marquée de la cycline E entre
CMLVs de RSH et celle de WKY. Il serait aussi intriguant de voir les effets du C-ANP4.23 sur
d’autres protéines et d’autres phases du cycle cellulaire. Un autre aspect de 1’action du C-ANP4.
23 sur les protéines du cycle n’a pas encore était abordé soit celui de la formation des complexes
cyclines/cdk. En effet, notre étude démontre que I’expression élevée de ces protéines est
retrouvée dans les CMLVs des RSH en comparaison avec les WKY et que cette augmentation
est réduite par P’activation du NPR-C. Cela dit, il est encore nécessaire d’investiguer si les
actions du NPR-C mettent en jeu la diminution de I’affinité du complexe cyclines/cdk.

Une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans la prolifération
cellulaire serait un grand atout afin de prévenir d’éventuelles complications liées a une
hyperprolifération des CMLVs comme la re-sténose et ’athérosclérose.

Cette étude apporte la preuve que I’activation du NPR-C a une action antiproliférative.
Nous espérons que ces résultats puissent mettre la lumiére sur le potentiel thérapeutique du NPR-
C dans I’hypertension artérielle, car malheureusement les traitements disponibles ne servent qu’a
gérer la pathologie une fois que celle-ci s’est manifestée. L’utilisation du NPR-C a des fins
antiprolifératives pourrait également s’appliquer dans des maladies qui induisent un exces de
prolifération cellulaire comme les différents types de néoplasme, car la suractivation des voies de
signalisation comme celles de ERK1/2, de la PI3K et celles de c-Src et des récepteurs des

facteurs de croissance impliquées dans les cancers ont toutes été inhibées par I’activation du

NPR-C.
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