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Résumeé

La protéine kinase AMPc-dépendante (PKA) joue ufe rérucial dans la régulation
neurohormonale de la fonction cardiaque. L'actvataigué de la PKA est bénéfique car elle
conduit a une augmentation de la contraction cqudizen phosphorylant les acteurs clés du
couplage excitation-contraction. En revanche, sctivation chronique est délétere et ces
effets semblent faire intervenir la régulation det@ines nucléaires pouvant conduire au
remodelage hypertrophique et a l'insuffisance eauk. La localisation subcellulaire de la
PKA, assurée par des protéines d’ancrage (AKAPR),meportante pour la rapidité et la
spécificité d’action des hormones mettant en jeudi@ de 'AMPc. Les niveaux d’AMPc
sont régulés par l'activité des adénylate cyclatedes phosphodiestérases (PDESs), et I'état
de phosphorylation des protéines cibles de la Pképedd de l'activité des Ser/Thr
phosphatases (PPs). Dans le cceur, les PDEs lesnpogiantes dégradant TAMPc sont les
PDE3 et les PDE4. Les principales PPs cardiaques BB1, PP2A et PP2B. Dans une
premiere partie de mon travail, jai mis au poadns les cardiomyocytes de rats adultes, une
mesure de l'activité de la PKA en temps réel das dompartiments cytoplasmiques et
nucléaires. J'ai utilisé pour cela des sondes ge #KKAR (A-kinase activity reportejs
basées sur le transfert d’énergie de fluorescdriR&T) et localisées spécifiguement dans le
noyau ou dans le cytoplasme par des séquenceestadie ou d’exclusion nucléaires. J'ai
ainsi pu montrer qu’une stimulation maintenue deepteurg-adrénergiques active la PKA
de facon plus importante dans le cytoplasme que tiamoyau, et que cette activation se
développe lentement au niveau nucléaire que daogdplasme. De ce fait, une stimulation
breve des récepteugsadrénergiques active maximalement la PKA dangteptasme, mais
de facon marginale dans le noyau. Dans une seqmarte de I'étude, je me suis intéressée au
réle des PDE3 et PDE4 ainsi qu’a celui de PP1, PEIZAP2B dans la régulation de l'activité
PKA cytoplasmique et nucléaire, en réponse a uneukttion -adrénergique. J'ai montré
que la PDE4, mais pas la PDE3, régule l'activitélald®®KA cytoplasmique et nucléaire.
L'utilisation de souris invalidées pour les gerrededb et Pded4da révélé que lisoforme
PDE4B est prédominante pour la modulation de NéétiPKA cytoplasmique, alors que les
deux isoformes PDE4B et PDE4D contribuent a la ledgun de l'activité PKA nucléaire.
Finalement, jai montré que la PP1 et la PP2A, rpaisla PP2B, participent a la terminaison
des réponse$-adrénergiques dans le cytoplasme, alors qu’awaniveicléaire, la PP1 semble
jouer un role majeur.

En conclusion, ce travail a mis en évidence le dée phosphodiestérases et des phosphatases
dans l'intégration différentielle des réponses P&Ane stimulatiorg-adrénergique dans le
cytoplasme et le noyau de cardiomyocytes adultes.

Mots clés: PKA, compartimentation, phosphodiestérases, Seghbsphatases, noyau.



Abstract

The cAMP-dependent protein kinase (PKA) exerts tsteam beneficial effects on cardiac
function by phosphorylating several key excitatcmmtraction coupling (ECC) proteins.
However, its chronic activation is deleterious dre tlong term, and this may involve
regulation of nuclear effectors ultimately leaditm hypertrophic remodelling and heart
failure. The subcellular localization of PKA, meidid by anchoring proteins (AKAPS), is
important for the speed and specificity of hormottest activate the cAMP pathway. The
levels of CAMP are regulated by adenylyl cyclasd phosphodiesterases (PDEs), and PKA
activity is counterbalanced by Ser/Thr phosphatéBEs). In heart, the most important PDEs
that degrade cAMP belong to the PDE3 and PDE4 Fasyilwhereas the major cardiac PPs
are PP1, PP2A and PP2B. In a first part, | develppeadult rat cardiomyocytes, a technique
to measure PKA activity in real time specificallythe cytoplasm and the nucleus. For this |
used genetically-encoded fluorescence resonanceyyenensfer (FRET) sensors called
AKAR (A-kinase activity reporters) that can be ey specifically to the nucleus or the
cytoplasm by nuclear localization or exclusion ssges, respectively. Using this approach, |
showed that maintaineftadrenergic stimulation activates PKA more effithgrand more
potently in the cytoplasm than in the nucleus, #rat the kinetics of PKA activation was
much slower in the nucleus than in the cytoplasmcoidingly, a shortB-adrenergic
stimulation maximally activated PKA in the cytoptadut marginally activated PKA in the
nucleus. In a second part, | characterized theeatsqe contribution of PDE3, PDE4, and
PP1, PP2A and PP2B families in the regulation edmiasmic and nuclear PKA activity in
response t@-adrenergic stimulation. PDE4, but not PDES, regsaPKA activity in the
cytoplasm and in the nucleus. The use of knockoé forPde4bandPde4dgenes revealed
that PDE4B plays a predominant role to modula#®R stimulation of cytoplasmic PKA,
whereas in the nucleus both PDE4B and PDE4D iscfaromtribute. Finally, 1 showed that
both PP1 and PP2A, but not PP2B, participate toténmination ofp-adrenergic PKA
responses in the cytoplasm, whereas PP1 appealesyta major role in the nuclei.

In conclusion, this work highlights the role of @phodiesterases and phosphatases in the
differential integration of PKA responsesf@adrenergic stimulation in the cytoplasm and the
nucleus of adult cardiomyocytes.

Key Words: PKA, compartmentation, phosphodiesterases, Sernpfbitein phosphatases,
nucleus.
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Introduction

|. Physiologie cardiaque

1. Anatomie fonctionnelle

Le coeur fonctionne comme une puissante pompe naiscplermettant la circulation du sang
et donc la distribution de I'oxygene et des nutnitsea I'ensemble des organes. Cette fonction
est assurée par la contraction rythmique et spéetda muscle cardiaque, qui est déclenchée
et synchronisée par un évenement électrique, kenpet d’action (PA) cardiaque. En effet,
chaque contraction a pour origine la dépolarisatimmbranaire des cellules pacemaker du
nceud sinusal (ou nceud de Keith et Flack) situé tianedllette droite(Figure 1). L’activité
électrique générée se propage aux oreillettes ptismdre rapidement le nceud auriculo-
ventriculaire (ou nceud d’Achoff-Tawara) localis&gonction entre oreillettes et ventricules,
qui le transmet avec un court temps de latencengttant aux oreillettes de terminer leur
contraction et leur vidange. Cette onde est ensuiteluite par le faisceau de His au niveau
du septum interventriculaire puis gagne rapidenenentricules via le réseau de Purkinje,
assurant ainsi leur contraction simultanée et ldsipn du sang vers le systéme circulatoire.
La contraction coordonnée des oreillettes puisveesricules est donc sous le contrdle d’'une

stimulation électrique périodique.

. Veine cave supérieure

. Noeud sinusal

. Corps fibreux central

Neceud auriculo-ventriculaire

. Faisceau de His

. Oreillette droite

. Branches droite et gauche
du faisceau de His

8. Veine cave inférieure

9. Valve tricuspide

10. Ventricule gauche

11. Fibres de Purkinje

12. Veines pulmonaires

13. Oreillette gauche

14. Valve mitrale

15. Ventricule droit

NOUAWN R

W oo~ ARWN -

-
o

—
—

Figure 1 : Le coeur de mammifere et le systeme dermuction électrique.
D’aprés (Mangoni & Nargeot, 2008).
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2. Couplage excitation-contraction

Au niveau cellulaire, le phénoméne décrivant ladfarmation d’'un stimulus électrique en
activité mécanique est appelé « couplage excitattotraction » (CECFigure 2) (Bers,
2002). Les ions calcium (€3 jouent un réle central dans le CEC qui met enreetrois
structures principales du myocyte : le sarcolengmedans les myocytes ventriculaires forme
des invaginations nommeées tubules transversesufales T), le réticulum sarcoplasmique
(RS) et les myofibrilles. En effet, la dépolarisatimembranaire conduit a I'ouverture des
canaux calciques de type L (LTCC, situés majostaignt au niveau des tubules T) et induit
une entrée de Gadont la quantité est insuffisante pour déclendiectement la contraction.
En revanche, elle entraine une libération massev€d" du réticulum sarcoplasmique (RS)
en activant I'ouverture des canaux calciques du dpPelés récepteurs de la ryanodine
(RyR2). Ce mécanisme est appelé &'@aduced-C&" Release » (CICR) (Fabiato & Fabiato,
1978). L'élévation résultante de la concentratian @&* intracellulaire (qui passe d’une
valeur de repos de l'ordre de 100 nM a environ 1) @M suffisante pour activer les protéines
contractiles. Les ions &ase fixent sur la troponine C, ce qui l&ve l'intiti exercée par la
troponine | sur l'actine et favorise la formatioe gonts entre I'actine et la myosine qui
provoguent le glissement des filaments épais sufiliaments fins, et le raccourcissement des
sarcomeres a l'origine de la contraction. La refiaxeest caractérisée par une diminution de
la concentration du Gadans le cytosol faisant appel & plusieurs mécassitdne quantité
considérable de Ghest repompé activement dans la lumiére du RS p&daATPase
(SERCAZ2a) située a la membrane du RS longitudiralreste est extrudé de la cellule par
I'échangeur N4C&* (NCX) et la C&"-ATPase localisés & la membrane plasmique du
sarcolemme, ou réintégré dans la mitochondrieevi@ahal calcique mitochondri@igure 2).
Cette fonction cellulaire hautement spécialiséé,pgumet de réguler les variations de’Ca
intracellulaire, repose sur une architecture memdira, une compartimentation cellulaire et

une organisation moléculaire parfaitement adaptées.

12



Citernes
Sarcolemme sub-sarcolemmales Mitochondrie Tubule T
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Myofilaments 34
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Réticulum
sarcoplasmique
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Sarcaolemma

T-tubuke

Figure 2 : (A) Ultrastructure d’'un myocyte cardiaque,d’aprés (Fawcett & McNutt, 1969).
(B) Schéma du couplage excitation-contractiord’aprés (Bers, 2002).

lca: courant calcique transitant par les canaux caésicde type L ; ATP : GAATPase du
sarcolemme ou du RS ; NCX : échangeuf/8&" ; RyR : récepteur de la ryanodine ; PLB :
phospholamban ; SR : réticulum sarcoplasmique. fEnc@écours temporels du potentiel
d’action (AP), de la transitoire calcique ([@adt de la contraction cardiaque.

3. Contraction cardiaque

Les propriétés contractiles du cceur sont détermirgse l'interaction de 3 classes de
protéines des myofilaments : les protéines corikeact(myosine, actine), les protéines
régulatrices (troponine, tropomyosine) et les pnet® structurales (protéine C de liaison a la
myosine,a-actinine).

L’enchevétrement des deux types de myofilaments,filaments épais de myosine et de
filaments fins d’actine, entre deux stries Z cdastile sarcomere qui est I'unité contractile du
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myocyte (Figure 3). Le glissement des filaments fins sur les filatee@pais provoque le
raccourcissement du sarcomére qui se traduit paoidraction du myocyte. Il existe des
filaments élastiques de titine qui sont étroitena¥d aux filaments fins et épais et qui sont
importants pour I'assemblage et la stabilité desaere.

La protéine C de liaison a la myosine ou MyBP-C @sin-Binding Protein-C, isoforme
cardiaque), s’enroule autour du filament épai®et jun rdle important dans la stabilisation et
la modulation de ce dernier (Bers, 2001). Elle pdesdes sites d’interactions avec les
filaments de myosine, les filaments fins d’actihéaditine.

Au niveau des filaments fins d’actine, on retrol@gropomyosine (molécule filiforme qui
entoure le filament fin d’actine) qui participeaarigidité du filament fin et a la régulation de
la contraction en bloquant I'interaction de la mpesavec l'actine. Elle est associée a un
complexe de 3 troponines (Tn) : la troponine Tgtnmyosin binding) ou TnT qui se lie a la
tropomyosine, la troponine C (€abinding) ou TnC qui fixe le Ga et la troponine |
(inhibitory) ou Tnl qui fixe I'actine et inhibe leontraction.

Au repos, lorsque les concentrations dé*@aracellulaire sont faibles (environ 100 nM), les
sites spécifiques du €ade la TnC sont libres. Dans ce cas, I'interacgotre la Tnl et la
TnC est faible et la Tnl interagit fortement avéactine. Ceci favorise I'éloignement du
complexe troponine-tropomyosine avec les filamedstine, ce qui empéche la liaison de la
myosine & I'actine. Lorsque la concentration dé'@gtosolique augmente (>1 pM), suite au
relargage calcique du RS, le*Cae fixe sur le site régulateur unique de la Tre@j cenforce
I'interaction spécifique de la TnC avec la Tnl,dev ainsi I'inhibition de la Tnl sur I'actine et
modifiant la conformation de la molécule de tropasige, qui glisse alors dans la profondeur
de la chaine hélicoidale d'actine, libérant aiesidites de fixation spécifiques de la myosine
présents sur la molécule d'actine, permettant tendbon des ponts actomyosines et le
déclenchement de la contraction (de Tombe, 20@3gure 3). La diminution de la
concentration en Gaintracellulaire (< 1pM), recapté dans le RS oualé de la cellule,
permet la relaxation c'est-a-dire le retour du@asre a sa longueur initiale. La titine restitue
la force de compression emmagasinée durant laawmiwin (resting force) (Helmest al,
1996).
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Figure 3: (A) Structure schématique du sarcomeére,d’apres (Morimoto, 2008).
(B) Régulation C&* dépendante de [linteraction actine-myosine dans lacellule
cardiaque,d’apres (de Tombe, 2003).

4. Régulation de la fonction cardiaque par le systemeerveux
autonome

Méme si le coeur posséde une activité automatiquigédjuence et la force des contractions
cardiaques sont régulées, en particulier par léesys nerveux autonome (SNA) et de

nombreuses hormones et facteurs circulants. Le Si¢Aprend le systeme nerveux

sympathique et parasympathique.

Les fibres pré-ganglionnaires parasympathiques nemnleurs origines dans les parties
craniennes et sacrées de la moelle épiniére. lbessfipré-ganglionnaires craniennes font
synapse avec les neurones post-ganglionnaires \@aawides ganglions de la paroi de
I'oreillette droite. Ces neurones innervent le catuibérent I'acétylcholine. Ce médiateur du

systéme parasympathique s’oppose aux effets duemgssympathique en se fixant aux
récepteurs muscariniques, provoquant une diminutéla contraction cardiaque.

Les fibres pré-ganglionnaires du systéme nervempayhique émergent des corps cellulaires
de neurones situés dans la région thoraco-lombaila moelle épiniére et font synapse avec

les neurones post-ganglionnaires au niveau dedigasgle la chaine latéro-vertébrale. Ces
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neurones post-ganglionnaires innervent alors lalitetdu myocarde ou les terminaisons
nerveuses libérent leur neurotransmetteur, la ménadine. En paralléle, les neurones pré-
ganglionnaires sympathiques innervent la glande ufi@durrénale a l'origine de la
production des catécholamines circulantes : adrénat noradrénalin@-igure 4). Qu’elles
soient d’origine nerveuse ou hormonale, les caléahioes exercent leurs effets en se fixant
sur les récepteurs adrénergiques. Il existe deamdgrtypes de récepteurs adrénergiques, les
récepteurs: et p-adrénergiquesafAR et -AR). Une stimulation aigiie des récepteHAR
présente des effets bénéfiques sur la fonctioniaguid en augmentant la fréquence (effet
chronotrope positif) et la force de la contracti@ffet inotrope positif) et en accélérant la
relaxation cardiaque (effet lusitrotrope positlependant une stimulation chronique de ces
récepteurs a des effets délétéeres sur le myocavisyelle entraine un remodelage
hypertrophique pouvant conduire a linsuffisancedmue (Port & Bristow, 2001). La
stimulationa,-adrénergique induit également des effets inotr@gpehronotropes complexes,
qui differenet selon I'espéce animale. A plus Idegme, la stimulation;-adrénergique
provoque une hypertrophie des cardiomyocytes (X¢iaal, 2006). Nous nous intéresserons

ici uniqguement aux récepteUisAR.

En bleu : systeme nerveux parasympathique
En vert : systéme nerveux sympathique

ACh : acétylcholine ; Ad : adrénaline ; Ganglion
Pv : ganglion paravertébral ; NA : noradrénaline.

Glande surrénale

Figure 4 : Régulation autonome du cceur.
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II. Voie de 'AMPc dans le coeur

L’adénosine 3',5' monophosphate cyclique (AMPc)wshucléotide cyclique de faible poids
moléculaire, impliqué dans la majorité des grarfidastions cellulaires (réponse immunitaire,
prolifération ou différentiation cellulaire, sédm#t hormonale, contractilité musculaire,
apprentissage, mémoire, métabolisme énergétiqoeytmse...). Il a été identifié en 1958 par
Sutherland et Rall (SUTHERLAND & RALL, 1958), comnsecond messager par lequel
I'adrénaline ou le glucagon régulent la glycogéselyhépatique. Tres vite, les enzymes
responsables de sa synthése, les adénylate cyclesesle sa dégradation, les
phosphodiestérases furent caractérisées (BUTCHEBUSHERLAND, 1962; RALL &
SUTHERLAND, 1962). En 1968, le groupe de Krebsusséa purifier la cible principale de
'AMPc (Walsh et al, 1968), la protéine kinase dépendante de 'TAMPKAP Dans les
années 1970, de nombreuses recherches se somgdesadur le fonctionnement du systeme
de synthese de 'AMPc. En effet les travaux de RtdRodbellet al, 1971) et du groupe de
Gilman (Rosset al, 1977) ont permis de montrer le réle essentielptetines liant le GTP
(protéines G) hétérotrimériques dans la transmmsgle linformation du récepteur a
'adénylate cyclase a la face interne. A partir desées 1980, les progres de la biologie
moléculaire ont permis d’élucider la structure a@ mombre de récepteurs hormonaux, de
protéines G, d'adénylate cyclases et de phospheédisgs ; et de montrer par la suite
I'existence de nombreuses isoformes de ces diffe@cteurs de la voie de 'AMPc. Ainsi la
découverte de 'TAMPc a donné naissance a la sgatadn cellulaire moderne et a marqué

une grande étape dans l'histoire récente de ladiwml

L’ensemble des études réalisées durant ces 50 edesniannées a permis de mieux
comprendre le réle crucial de TAMPc dans la rémoosllulaire & de nombreux hormones et
neurotransmetteurs. Cependant la découverte redent®uveaux acteurs impliqués dans la
voie de 'AMPc a montré la complexité de sa rédatatet la multiplicité des interactions

croisées avec d’autres voies de signalisation.
1. Production de TAMPc

Les myocytes cardiaques possédent, sur leur memlearerne, de nombreux récepteurs
différents qui régulent positivement les taux dA8iRntracellulaires: récepteur§-

adrénergiques, récepteurs a la prostaglandine éegpteur 5-HT4 de la sérotonine...Ces

17



récepteurs comportent sept domaines transmembganeir sont couplés aux protéines G
hétérotrimériques (GPCRs, G protein-coupled recspitie type @ qui activent I'adénylate
cyclase. Dans la suite de cette introduction, je Immiterai a décrire les récepteufs

adrénergiques qui jouent un role crucial dansdalegion sympathique du cceur.

1.1.Les récepteursp-adrénergiques

1.1.1.Généralités

Les récepteurf-adrénergiquesB(AR) sont des protéines monomeriques caractérisges
hélicesa transmembranaires reliées entre elles par 3 beouwpteacellulaires et 3 boucles
intracellulaires. Elles possédent une extrémité&miinale extracellulaire et une extrémité C-
terminale cytoplasmique. Trois sous-types de réwepf-adrénergiquespq-AR, B-AR et
Bs-AR) codés par trois génes ont été identifies edatarisés au plan pharmacologique grace

a l'utilisation d’agonistes et d’antagonistes sfigaes(Table 1).

B1-AR B2-AR Bs-AR
Agonistes sélectifs Dobutamine Procaterol BRL 37344
Xamoteérol Zinterol CGP 12177
Antagonistes sélectifs CGP 20712A | ICI 118551 (K=1.2 nM) | SR 59230 (k=100 nM)
(Ki=1.5 nM)
Métoprolol

Tablel : Agonistes et antagonistes sélectifs des réceptefradrénergiques.
D’aprés (Skeberdis, 2004).

Les 1-AR sont prédominants dans le coeur. lls représenté a 80% def-AR globaux
selon les especes, alors quefed\R représentent les 20 a 30% restants (Broddel ; 28i@o

et al, 1998; Lohseet al, 2003). Aucune donnée n’est a ce jour disponilolecernant le
niveau d’expression dg-AR. Les catécholamines ont des propriétés agangie les trois
sous-types dd3-AR, mais avec des affinités différentes : isopli@ea> noradrénaline
adrénaline pour lef:-AR ; isoprénaline > adrénaline > noradrénalinerples 3>-AR et
isoprénaline> noradrénaline > adrénaline pdeg-AR avec une affinité plus faible que celle

desf;:-ARs etB,-ARs.
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On connait depuis peu la structure cristallograpéides récepteufs-AR et B,-ARs a I'état
inactif (en complexe avec des antagonistes) (Rasenmes al, 2007; Warneet al, 2008). De
plus, la structure di,-AR actif, en complexe avec la protéing & été publiée trés
récemment (Quinret al, 2011). La fixation du ligand au niveau @@AR induit un
changement de conformation des domaines transmaail@sa 3 et 6 (Ballesteres al, 2001)

ce qui permet l'interaction avec la protéine G Haténérique et donc I'activation de cette
derniere. La protéine G est composée de 3 soudsuit 3 ety), qui lorsqu’elles sont
associées et que la sous-urutéie le GDP, est inactive. Suite a la stimulatianAR, la
sous-unitéa échange son GDP contre un GTP et se dissocie dmstrés sous-unités.
L’activité GTPase intrinseque de la sous-urttéermet d’hydrolyser le GTP en GDP et
entame le processus d’inactivation puisque la smit&-a liée au GDP va se réassocier au
dimere By. Les protéines RGS (Regulator of G-protein Sigmglirégulent ce processus
d’inactivation, en accélérant la capacité d’hydselydu GTP en GDP, permettant ainsi le
retour rapide de la protéine G a I'état inactiefleeet al, 2002; Cabrera-Verat al, 2003).

A ce jour, on dénombre 16 genes codant pour la-goiié Gx, 5 génes pour la sous-unit@ G
et 12 génes pour\GCette diversité permet de nombreuses combinaigonsonférent a la
réponse cellulaire sa spécificité. Les sous-unitésont classées en 4 familles selon leur
séquence primaire et leur fonction, dont les famsills et a;, respectivement stimulatrices et

inhibitrices des AC, auxquelles sont couplé3esR.

1.1.2.Signalisation des récepteurf§-adrénergiques et conséquences
fonctionnelles pour le cceur

La voie classique de signalisation des réceptBwadrénergiques et -adrénergiques est
constituée par les protéiness, Gqui stimulent la production d’AMPc et conduiseat
I'activation de la PKA. (Steinberg, 1999) Toutefo@sautres voies de signalisation ont été

décrites pour ces récepte(iFsgure 5).

* Récepteurg,-adrénergiques
Il est généralement admis que la stimulation sekeaesf3;-AR couplés aux protéinessG
entraine une production importante d’AMPc et laation de la PKA permettant la
phosphorylation des protéines clées du couplagigaénn-contraction : canaux calciques de
type L (LTCC), récepteurs de ryanodine (RyR2), phatamban (PLB, inhibiteur de
SERCA2a), troponine | (Tnl), protéine C de liaismria myosine (MyBP-C) et conduisant
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ainsi a des effets inotropes, chronotropes etrapsts positifs puissants (Xiao & Lakatta,
1993; Steinberg, 1999; Xiaat al, 2004).

Cependant il a été montré qu’une stimulafiafAR conduit également a une activation de la
phosphatidyl inositol 3 kinase (PI3K) qui s’opp@séeffet inotrope positif induit par la voie
AMPCc/PKA en inhibant le courant calcique de typ€@da ). L'activation de la PI3K semble
faire intervenir les sous-unit@y de la protéine Gainsi que la PKA (Leblaist al, 2004).

Une voie alternative de signalisation des récepf@dAR est constituée par I'activation de la
Cd*-Calmoduline Kinase Il (CaMKIll). En effet, une éeudéaliséein vitro sur des
cardiomyocytes de rats adultes a montré qu’'uneatain chronique (24h) des réceptefirs
AR résultait en un changement de la voie de sigatiin de ces récepteurs, qui utiliseraient
alors la CaMKII et non plus la PKA afin d’augmentemplitude des transitoires calciques et
la contraction des cardiomyocytéBigure 5) (Wang et al, 2004). Cette voie CaMKII
dépendante a aussi été décrite comme étant implidaigs I'effet pro-apoptotique dBsAR
(Zhu et al, 2003) et dans l'induction des genes du prograimypertrophique (Moriscet al,
2000; Sucharowet al, 2006). Le mécanisme par lequel I'activation @sAR conduit a
I'activation de la CaMKII n’est pas clairement dtglrimm & Brown, 2009). La CaMKI|
étant activée par le €2 une possibilité serait que I'augmentation desisitaires C&
conséguente a l'activation de la PKA soit en caudee autre possibilité serait que
'augmentation des especes réactives de I'oxygamdapstimulationB;-AR soit impliquée,
puisque la CaMKII est aussi activée par oxidatimiuite par les radicaux libres (Ericksen
al., 2008). Enfin, certaines études montrent 'imglma du facteur d’échange Epac plutét
que de la PKA. (Oestreictt al, 2006; Oestreiclet al, 2009) ont proposé que Epac active
CaMKIl par l'intermédiaire de la phospholipase @.(R) et de la protéine kinase C (PKC
Tres récemment, le groupe de Rockman aux USA aréante la stimulation d3;-AR
induit la formation d'un complex@-arrestine-CaMKII-Epacl a I'extremité C-terminale d
récepteur, au sein duquel I'activation d’Epacl [pavPc mene a 'activation de la CaMKI|
(Mangmoolet al, 2010).

Les récepteurf;-AR ont été surexprimés spécifiguement au niveadiaque chez la souris
(Engelhardtet al, 1999). Ces animaux présentent une augmentatiota dmntractilité
cardiaque lorsqu’ils sont jeunes, mais développesthypertrophie importante des myocytes
accompagneée d’'une détérioration progressive de fanotion cardiaque qui aboutit a une
insuffisance cardiaque (Engelhasdtal, 1999). Bien qu'’il puisse étre tentant d’attribles

effets bénéfiques précoces de la suractivatiorgd@dRs a I'activation de la voie AMPc/PKA
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et les effets délétéres tardifs a celle de la \Epac/CaMKII, cette hypothése n'a pas été

7
oreillettes \ventricule

démontrée.

@
®
®

/ Effets Effets Effets
inotropes / inotropes
Effets inotropes et
i iti Effets
anti-

apoptotiques

pro hypertrophiques

Effets pro apoptotiques \
proarytmiques

Figure 5 : Signalisation des récepteurf-adrénergiques cardiaques.
D’aprés (Steinberg, 1999).

* Récepteurgr-adrénergiques

La stimulation des récepteyssAR conduit a des effets inotropes et lusitropess phodestes
gue ceux induits par les réceptefifsAR. En effet, dans le cceur humain, une stimulgfign
AR induit une augmentation de 'AMPc et une phospglation du PLB et de la Tnl moins
marquées que celles induites par fleAR (Zhenget al, 2005). D’autres études réalisées
dans des cardiomyocytes de rat adulte montrentnguitimulationp,-AR conduit & une
faible augmentation de 'AMPc qui permet de stinnuéecourant calcique de type L) a

la membrane plasmique mais est totalement dissdeidé® contraction, la transitoire calcique,
la relaxation et de la phosphorylation du PLB (Xe@l, 1994; Xiaoet al, 1998; Kuscheét
al., 1999b; Chen-lziet al, 2000). Les études réalisées dans des souriseadéis pour les

récepteur$:-AR et B,-AR indiquent que les catécholamines n’ont auctet éhotrope dans
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les sourisP1-AR KO alors que leur effet n’est pas modifié ddes sourisf-AR KO par
rapport aux sauvages (Rohedral, 1999). En outre, il a aussi été montré que lespi@urs
B2-AR induisent une augmentation de la contractiams saucune augmentation de 'AMPc
chez le rat adulte, une augmentation de la condracellulaire et de la transitoire calcique
accompagnée d'une augmentation d’AMPc dans desooaydcytes de rats nouveaux nés
(Rybin et al, 2003) et également une augmentation de la cdimnamais sans aucun effet
sur I'amplitude du courant calcique dans les cangiocytes de souris néonatales (Xiaetg
al., 2002; Balijepalliet al, 2006). Ainsi la réponse physiologique due auepéeursB,-AR
dans le cceur, constitue un sujet largement conséve

Les différences de réponses entre les stimulafo#dR et3,-AR peuvent étre expliquées par
le couplage def,-AR non seulement aux protéineg 1@ais aux protéines;GDaakaet al,
1997; Kilts et al, 2000; Talanet al, 2011) (Figure 5). En effet, I'inhibition de Gpar la
toxine deBordetella pertussipermet au réceptef@>-AR de réguler des canaux calciques
situés a distance du récepteur (Chendtal, 2000), et d’'induire une forte phosphorylation
du PLB et des protéines contractiles, ce qui pwkse les effets inotropes positifs et
démasque un effet relaxant (Kuschehl, 1999a).

Plusieurs études indigquent que les récept@HAR exercent un effet antiapoptotique. En
effet, I'activation deg,-AR atténue ou prévient le processus apoptotiqgecdediomyocytes
de rats néonataux ou adultes (Commuatadl, 1999; Zhuet al, 2001). Ces effetf,-AR
cardioprotecteurs sont meédiés par la v@igAR-G; impliguant la sous unitéBy, la
phosphatidyl inositol-3-kinase (PI3K) et la kinadkt (Zhu et al, 2001) La famille des
MAPK (mitogen-activated protein kinase) est égalenimpliqguée dans la réponfeAR-G
anti-apoptotique par une activation de la phosphask A2 (PLA2). Cette activation induit
une libération d’'acide arachidonique et une augatimt de C& intracellulaire responsable
de I'effet inotrope positif (Pavoinet al, 1999; Pavoine & Defer, 2005).

Les récepteurf,-AR ont été surexprimeés spécifiquement au niveadiaque chez la souris
(Milano et al, 1994, Liggettet al, 2000). A des niveaux de surexpression modérégfja
60 fois le niveau de base), les réceptefssAR augmentent la fonction cardiaque sans effet
délétére observable dans la premiéere année ; tiaitéf des niveaux de surexpression
supérieurs les souris transgénigBesAR développent de la fibrose, de I'hypertrophiaueé

insuffisance cardiaque (Liggedt al, 2000).
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* Récepteurgs-adrénergiques

Contrairement aux récepteufs-AR et B>-AR, les récepteurfs-AR exercent un effet
inotrope négatif dans le ventricule humain qui seng&dié par la voie (et la voie de la NO-
synthase endothéliale (eNOS) et du GMPigure 5). En effet, I'isoprénaline en présence de
nadolol, antagoniste d€s-AR et[3,-AR, provoque une diminution de la force de corttoac
(Gauthieret al, 1998). Cet effet inotrope négatif a égalementodigervé dans le ventricule
de chien (Gauthieet al, 1996) et chez la souris (Tavernetral, 2003), et une faible réponse
est reportée chez le rat et le cobaye (Rozec &Mni2006) LesPs-AR sont exprimés dans
I'oreillette humaine mais semblent ici couplés a En effet, leur stimulation augmente le

courant calcique de type L et la contractilité idsu atrial (Skeberdist al, 2008).

1.1.3.Désensibilisation des récepteur-adrénergiques

Les récepteurf3-AR sont régulés par un mécanisme de rétrocontrigatif appelé
désensibilisation. Ce phénomene survient lors dstimaulation importante et/ou prolongée
par les catécholamines et permet une diminutiogrpssive de la réponse a l'agoniste. La
désensibilisation se traduit par un découplagedeagu récepteur de la protéine G respective
et implique la phosphorylation du récepteur lui-neéao niveau de sa région C-terminale par
la protéine kinase, en 'occurrence la PKA ou laK3&-protein coupled receptor kinase). La
PKA phosphoryle directement les réceptBuhR et induit le découplage de la protéing G
Cette phosphorylation peut avoir lieu en présenceroabsence d’agoniste (Hausdetffal,
1989; Lohseet al, 1990). Dans ce dernier cas on parle de désdnatimh hétérologue. En
revanche, la GRK phosphoryle sélectivement lesptéces liés a I'agoniste, ce qui va
conduire au recrutement et a la fixation de3larrestine sur le récepteur empéchant ainsi
toute interaction du récepteur avec les protéingdeénovicet al, 1986; Lohseet al, 1990).
Dans ce cas on parle de désensibilisation homologaedésensibilisation implique aussi
I'internalisation des récepteurs via linteractiole la B-arrestine avec les molécules de
clathrine constitutives de vésicules (Goodmeaial, 1997; Baralet al, 1999). Ceci conduit a
la dégradation des récepteurs (diminution du nonderaécepteurs par le phénomene de
« down regulation ») ou a leur recyclage a la mem&r(Poset al, 1999; Piercest al, 2002)
(Figure 6). Contrairement aux récepteuds-AR et 3-AR, les33-AR ne possedent pas de
sites de phosphorylation pour la PKA ou la GRK,semblent donc réfractaires a la

désensibilisation homologue ou hétérologue (Roz&adithier, 2006).
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Agonist

Figure 6 : Cycle des récepteur§-adrénergiques dans les myocytes cardiaques.
D’aprés (Piercet al, 2002).

1.2.Les adénylates cyclases

Les adénylate cyclases (AC) jouent un role fonddatestans la transduction des signaux
membranaires vers le cytoplasme en assurant laésat’ AMPc a partir d’ATP. En effet en
présence de Mg, elles catalysent la conversion de I'ATP en AMPc libérent du
pyrophosphate.

Actuellement, chez les mammiferes, neuf genes d¢goemr neuf isoformes membranaires
(AC1-AC9) et un géne code pour une isoforme solBIEs) exprimée essentiellement au
niveau des testicules. Cette ACs n’est pas réqudédes protéines G mais par le bicarbonate
et le C&" (Bucket al, 1999; Kamenetskgt al, 2006).

Les AC de 1 a 9 sont des enzymes transmembrardisesit toutes activées par la sous-unité
0s de la protéine G. Sur le plan structural, ellesitsconstituées de deux domaines
transmembranaires (M1 et M2) et de deux domainepasmiques (C1 et C2 subdivisés en
Cla, Clb et C2a, C2lffrigure 7). Les deux domaines M1 et M2 sont constitués chdeud
segments transmembranaires organisés en feliéan dépit de leur forte ressemblance de
topologie avec des transporteurs et des canauguesj leur fonction reste inconnue (Hurley,
1999). Les domaines Cla (au niveau de la boudlaceitulaire qui lie M1 et M2) et C2a (au
niveau de I'extrémité C-terminale) sont tres comégret s’hétérodimérisent pour former le
site catalytique de I'enzyme avec les sites detibrade 'ATP et la forskoline. Le domaine
C1b (assurant le lien entre M2 et Cla) est régatdepcomplexe Cad/calmoduline (AC1, 3,

8) et possede un site de phosphorylation pour 1A PXC5, 6) ; et le domaine C2b n’est
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présent que dans les isoformes AC1, 2, 3 et 8 (Paval, 2009). Cla contient le site de
liaison pour la sous-unii@ de la protéine G (AC1, 3, 5, 6, 8) alors que laa®g 2a possede
un site de liaison pour les sous-unitéset By et un site de phosphorylation pour la PKC
(Figure 7).

Figure 7 : Structure des AC transmembranairesD’apres (Pavaet al, 2009).

Les dix isoformes d’AC présentent une grande h§énisé dans leur distribution tissulaire,
des variations au niveau structural et des vanati@u niveau de leurs propriétés
biochimiques. Elles sont donc classées en cingpg®®en fonction de leur régulation tres
diverses (Ishikawa & Homcy, 1997; Sunahara & Tays&002) (Table 2). Toutes les
isoformes (sauf I'AC9 et I'AC soluble) peuvent égtimulées par la forskoline, un diterpéne
extrait de la plant€oleus forskohli{Hanoune & Defer, 2001). Elles sont aussi activgsas
les ions MA" et inhibées par les inhibiteurs du site P, quuestiomaine intrinséque aux AC.
Ces inhibiteurs sont des analogues de I'adénoSiWMP, 2’-deoxy-3’-AMP) (Sunaharat
al., 1996; Hurley, 1999). Les sous-unitBy des protéines G semblent étre également
impliquées dans la régulation de l'activité des A été démontré par le groupe de Defer,
que le complex@y stimule les AC2, 4 et 7 (Defat al, 2000) alors que dans des cellules
COS-7, il inhibe AC5 et AC6 (Bayewitat al, 1998). Le C& joue aussi un role important
dans la régulation des AC. A des concentrationspioysiologiques (>mM), il inhibe toutes
les isoformes d’AC. Cependant a des concentratidrysiologiques (de I'ordre du puM), il
inhibe directement AC5 et AC6 tandis que les ACI;3Aet AC8 sont activées par le
complexe C&-calmoduline (Willoughbyet al, 2007).
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Groupes| Isoformes Localisation Régulation Protéine Kinasq
, Stimulée par Cad/CaM, PKC:
AC1 cerveau, médullo- Gas, Inhibée par G, et stimulation
surrénales ’ G P CaMKIV :
By inhibition
PKC :
1 ACS épithélium olfactif, | Stimulée par Cd/CaM, | stimulation
cerveau Stimulée par @s CaMKIl :
inhibition
cerveau, poumons L
ACS8 (utérus, coeur, testicuIes,S“nw'eeepo?sr Ca/CaMm,
surrénales) ;
cerveau, poumons, coeur, PKC -
AC2 muscle sgueletthue, Stimulée par @y, Gas stimulation
surrénales
cerveau, coeur, rein, foig,
2 AC4 poumons, tissu adipeux Stimulée par By, Gas | PKC : inhibition
brun, utérus
o L PKC :
AC7 ubiquitaire Stimulée par @y, Gas stimulation
cervea;bﬁorﬁggsrem, foie, Stimulée par @s, PKA : inhibition
ACS tissu adipeux brun, Inhibee pér C% Gy et serﬁ?a’gon
3 utérus, surrénales ol
Stimulée par @s, PKA : inhibition
AC6 ubiquitaire Inhibée par C&, Gy et PKC :
Gai stimulation
Stimulée par @s
Cerveau, Régulée par la
4 AC9 . : :
muscle squelettique calcineurine,
Insensible a la forskoline
Non régulée par protéines
G
5 AC Testicules Régulée par+HC§)et le
soluble Ce
Insensible a la forskoline
Inhibée par KH7

Table 2 : Localisation tissulaire des différentessoformes d'adénylate cyclases et leurs

régulations. D’apres (Sunahara & Taussig, 2002).

Au niveau cardiaque, les AC5 et AC6 sont les dasokormes majoritaires. Elles présentent

une forte homologie de séquence (65%) et une sitgilde régulation. AC5 est surtout
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exprimée dans les oreillettes alors que 'AC6 agrienée aussi bien dans les oreillettes que
dans les ventricules (Salazetr al, 2007). Comme toutes les AC elles sont activéedgpa
protéine @ et la forskoline. Outre leur inhibition par le Caelles sont aussi inhibées par la
protéine @i (Taussiget al, 1994). Les protéines kinase peuvent réguleriVaétdes AC5 et
AC6 en phosphorylant les résidus Sérine ou Thré&onia phosphorylation des AC5 et AC6
par la PKA inhibe leur activité en diminuant la aapé des protéinesdzet de la forskoline a
activer la production de 'AMPc (lwamet al, 1995; Chenet al, 1997). La PKC a été
démontrée comme pouvant phosphoryler les AC5 at @iveau du site catalytique et les
effets de cette phosphorylation différent selonideormes. La phosphorylation de I'AC5 par
la PKCo et la PKE augmente son activité tandis que la phorphorylate I'AC6 par la
PKC) et la PKG entraine l'inhibition de I'enzyme (Kawalet al, 1994; Laiet al, 1997). Au
cours du développement cardiague ontogénique les ideformes AC5 et AC6 présentent
une régulation opposée de leur expression. Daosele du feetus, I'expression de 'AC6 est
tres forte puis diminue progressivement avec ljaggu’a atteindre des niveaux relativement
faibles a 'age adulte. En revanche, le profil giession de I'AC5 est faible chez le foetus et
maximal au stade adulte (Espinagteal, 1995). De facon intéressante, les AC5 et AC6
semblent exercer des effets opposés dans le caewsffé, la surexpression cardiaque de
'AC6 semble jouer un role protecteur (Gabal, 2011), alors que l'invalidation de I'AC5

augmente la longévité et protége contre un strasiague (Yaret al, 2007b).

L’AC soluble (ACs) présente des propriétés striatas, moléculaires et biochimiques
complétement différentes de celles des AC meminemaCette nouvelle forme d’AC ne
posseéde pas de domaine transmembranaire et codéextdomaines catalytiques au niveau
de sa région N-terminale (C1 et C2) (Wuttkeal, 2001). Elle est activeée uniquement par le
bicarbonate (HC®) et le C&". En effet, elle est insensible & la forskolineda régulation
par les protéines G (Brawt al, 1977; Stengedt al, 1982). L’ACs a été découverte dans des
fractions cytosoliques de testicules de rat (Braual, 1977). De nombreuses études ont mis
en évidence son rble crucial dans la mobilité gesreatozoides et son implication dans le
processus de fertilité (Esposit al, 2004; Hesset al, 2005; Xieet al, 2006). Il a été
rapporté que I'ACs serait localisée non seulemeamsdle cytoplasme mais aussi dans
différents compartiments intracellulaires tels gles mitochondries, les noyaux, les
microtubules et les centrioles permettant ainsjéleérer localement le signal AMPc (Zippin

et al, 2003; Bundey & Insel, 2004). Dans des lignéetuledtes, I'équipe de Jochen Buck
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aux Etats-Unis a montré que I'ACs régule le factder transcription CREB au niveau
nucléaire (Zippinet al, 2004) et la phosphorylation oxidative au niveas chitochondries
(Acin-Perezet al, 2009). Cette equipe indique dans une revue récawbir obtenu des
résultats similaires non publiés dans les mitochesdcardiaques (Cheet al, 2012).
D’autres études récentes ont montré que l'actimatie 'ACs par le HC@ est impliquée
dans la protection contre I'apoptose induite parretochondries des cellules endotheliales

coronaires (Kumaet al, 2009; Kumaeet al, 2011).

2. Dégradation de 'AMPc

En 1962, Butcher Sutherland ont décrit I'activitésdphosphodiestérases des nucléotides
cycligues (PDEs) comme étant les enzymes respasal@ I'hydrolyse de I'AMPc et du
GMPc en 5-AMP et 5-GMP (BUTCHER & SUTHERLAND, 12§ modulant ainsi
I'amplitude, la durée et la localisation des signade ces seconds messagers. Actuellement,
on dénombre 11 familles distinctes de PDEs chembasmiféres répertoriées en fonction de
leur séquence protéique, leurs propriétés enzyoegigleur mode de régulation, et leurs
propriétés pharmacologiques. Trois familles hydseiyt sélectivement TAMPc (PDE4, 7 et
8), trois autres sont spécifigues du GMPc (PDE®t ®) et les autres hydrolysent les 2
seconds messagers (PDE1, 2, 3, 10, 11). Chaqubefaminprend entre 1 et 4 géenes, soit 21
genes au total, codant pour differentes isoforngésérées par épissage alternatif ou par
I'utilisation de multiples sites d'initiation de teanscription(Lugnier, 2006; Bender & Beavo,
2006) (Table3). Au niveau cardiaque, au moins 7 familles de PDé&mldent exprimées :
PDEL, 2, 3, 4, 5, 7 et 8. La PDED5, qui hydrolyséc#iuement le GMPc, constitue un sujet
de controverse quant a son expression dans le(@samg & Kass, 2011). Des transcrits pour
la PDE7 ont été détectés dans le coeur de soddsr{B& Beavo, 1996) mais la signification
fonctionnelle de leur présence n’est pas connu& &tnde récente a montré que dans les
souris déficientes pour le géne PDESA, la régutaiadrénergique du courant calcique de
type L et des transitoires calciques était augneerfatruccoet al, 2010). Toutefois,
I'absence d’inhibiteur spécifique des PDE7 et P2BBstitue un frein sérieux a I'élucidation
de leur fonction dans le coeur. Dans cette partiprgsenterai la structure, la répartition
subcellulaire, la régulation et les effets surdaction cardiaque des familles de PDEs qui
déegradent TAMPc (PDE1, 2, 3 et 4).
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Spécificite | Km Ko " . .
Isoformes GMPc | AMPc Propriétés Profil d’expression
de substrat
M) | (M)
PDE1A | AMPc<GMPc| 2,6-3,5 | 72,7-124 muscle lisse, ceeur,
o poumons, cerveau, sperme
Stimulées muscle lisse, neurones
PDE1 PDE1B | AMPc<GMPc| 1,2-5,9 1024 par C&'/ ' '
calmoduline IymphO(_:ytes, macrophage
PDEIC |AMPc=GMPc| 0,6-22| 0,3-1,1 muscle lisse, cerveau, coeur
épithélium olfactif
Stimulée par cerveau, cceur, plaguettes,
PDE2 PDE2A | AMPc=GMPc 10 30 P macrophages, cellules
le GMPc et . .
endothéliales, médullo-surrénale
PDE3A | AMPc>GMPG 0,02- 018 coeur, muscle lisse vasculaire,
0,15 ' plagquettes, oocytes, rein
Inhibée par le
PDE3
GMPc muscle lisse vasculaire,
PDE3B | AMPc>GMPc| 0,28 | 0,38 plaguettes, adipocytes, rein,
hépatocytes, lymphocytes,
macrophages, cellules béta, coeur
PDE4A | AMPc>GMPc 2,9-10 ubiquitaire
PDE4 PDE4B | AMPc>GMPc 1,5-4,7 | Spécifiques ubiquitaire
PDE4C | AMPc>GMPc 1,7 de 'AMPc poumons, testicules, cerveal
PDE4D | AMPc>GMPc 1,2-5,9 ubiquitaire
Spécifiques muscle lisse vasculaire,
PDE5 PDE5A | AMPc<GMPc| 2,9-6,2 290 du GMPG plaguettes, adipocytes, rein,
cerveau, poumons, coeur
PDES PDEGA/B | AMPc<GMPc| 15 700 Spécifiques rétine, glande pinéale
PDE6C | AMPc<GMPc| 17 610 du GMPc rétine, glande pinéale
cellules immunitaires, coeur,
PDE7A | AMPc>GMPc 0,1-0,2 muscle squeletique, cellules
endothéliales
PDE7
PDE7B AMPCc>GMPC 0,03- cerveau, ccedur, foie, mus_cle
0,07 squeletique, pancreas, testicules,
PDESA | AMPc>GMPG 0.06 testlcu_les, rate, mt_estln gréle,
ovaire, colon rein,coeur
PDES8
PDE8SB | AMPc>GMPc 0,1 cerveau, thyroide
Spécifiques rein, cerveau, rate, tissus
PDE9 PDE9A | AMPc<GMPc) 0,7-0,17 230 du GMPc gastrointestinaux, prostate
PDE10| PDE10A | AMPc<GMPc| 13-14 | 0,22-1,4 'Mhibeéepar|  cerveau, testicule, cceur,
I'AMPc thyroide, hypophyse
muscle squeletique, prostate
PDE11| PDE11A | AMPc=GMPc| 0,95-2,1| 2,0-3,2 testicule,

glandes salivaires, thyroidie, fo

e

Table 3 : Les 11 familles de phosphodiestéras&yaprés (Lugnier, 2006; Bender & Beavo,

2006).
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2.1. Structure et régulation des phosphodiestérases

Les PDEs de mammiféres partagent une organisatioatsrale commune, constituée d’'un
domaine catalytique situé pres de I'extrémité @ateale et d’'un domaine régulateur localisé
au niveau de l'extrémité N-terminale. Le domainéalggique est hautement conserve, il
présente 65% d’homologie de séquence en acidegaminne méme famille et de 25 a 52%
d’homologie de séquence d’'une famille a une aati@s que les domaines régulateurs sont
spécifiqgues a chaque famille (Beavo, 1995). Cesailoes régulent I'activité catalytique et la
localisation subcellulaire des PDEs, et sont co@pate domaines de liaison au complexe
C&*/calmoduline, domaines de liaison aux petites moéc telles que les nucléotides
cycligues (domaines GAF : cGMP-activated PDEs, Atlr cyclase, Fh1lA), de régions
UCR (upstream conserved regions), de domaines PaB (de 3 protéines connues pour
contenir ce domaineperiod, arylhydrocarbon receptor nuclear translocasmgle minded),

de sites de phosphorylation, de dimérisation, cadmissagéFigure8) (Conti & Beavo,
2007). Certains domaines régulateurs ont été iiifesen C-terminal et semblent contenir des

sites de phosphorylation et de dimérisation (Mebatd, 2002).
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C-terminale de toutes les PDEs, le domaine catgigticonservé (rouge) présente 25 a 52%
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d’homologie de séquence en acides aminés d’undléamiune autre. Les 11 familles se
distinguent par leur domaine régulateur N-termidatroite de chaque structure apparait le
nom de la famille de PDEs et le nombre de genesegpmondants est indiqué entre
parenthéses. D'aprés (Conti & Beavo, 2007).

2.1.1.Les phosphodiestérases de type 1

La famille des PDE1 comprend 3 génes : PDE1A, PDELBPDE1C qui codent pour
différents variants d’épissage : 2 variants pouaccim des genes PDE1A et PDE1B et 5
variants pour le gene PDE1C. Chez I'Homme, lesoisoés PDE1A et PDE1B dégradent
préférentiellement le GMPc alors que la PDE1C hiydel’AMPc et le GMPc avec une forte
affinité (Omori & Kotera, 2007). Les PDE1 sont aégs par le complexe €#almoduline.
Elles présentent 2 domaines de liaison pour ce mpen région N-termingFigure 8).
Leur phosphorylation par les kinases PKA ou CaMKdnduit a une diminution de I'affinité
de la PDE pour le complexe €&almoduline, constituant ainsi un rétrocontrdlgaté de
I'activité de la PDE. Dans le cceur, la localisatdmla PDE1 est controversée. Initialement
I'équipe de Bode a mis en évidence que la PDEliauid serait présente dans des cellules
non myocytaires (fibroblastes, cellules endothésiplmais pas dans les myocytes isolés de
ventricule de rat (Bodet al, 1991). Toutefois d’autres travaux attestent d@reésence au
niveau des myocytes cardiaques isolés de hamgteraibaye (Bethket al, 1992; Yuet al,
1996). Des travaux plus récents effectués cheznlitde ont montré une expression de la
PDE1C dans les myocytes cardiaques (Vandepat, 2007). Dans cette étude, une activité
majeure de la PDE1C a été détectée au niveau filackon soluble du myocarde humain,
donc I'hydrolyse de 'AMPc et du GMPc a lieu pripalement dans le cytosol, bien qu’'une
activité d’hydrolyse du GMPc ait été détectée épalet dans la fraction membranaire du
myocarde humain. Une autre étude a proposé quBEAR, en dégradant le GMPc, joue un
réle prohypertrophique dans les cardiomyocytes ri@rdires de rats néonatal et adulte
(Miller et al, 2009).

2.1.2.Les phosphodiestérases de type 2

Les PDE2 sont codées par un seul gene PDE2A qeérgéhvariants d’épissage : PDE2A1,
PDE2A2 et PDE2AS3. Elles hydrolysent a la fois 'AMEBt le GMPc et sont activées par le
GMPc. Sur le plan structural, leur région N-terntenaegulatrice est constituée de deux
domaines GAF : GAF A et GAF B (Lugnier, 2006). Lenthine GAF A joue un role dans la
dimérisation de I'enzyme alors que le domaine GAkeBe GMPc avec une forte affinité
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responsable d’'une activation rapide de I'enzymesiAiactivité d’hydrolyse de 'AMPc est
stimulée d’'un facteur 5-30 par des concentratian&M#Pc de I'ordre de 1-5 uM (Beawed

al., 2007). L'activité d’hydrolyse de la PDE2 peuteétégulée par sa phosphorylation par les
kinases PKC et tyrosine kinase (Geoffetyal, 1999; Conti & Beavo, 2007). Plusieurs études
ont montré que les PDE2A sont exprimés au niveatisdu cardiaque et des cardiomyocytes
isolés, notamment chez I'homme, le rat adulteolaris et le cobaye (Rosmaat al, 1997;
Sadhuet al, 1999; Verdeet al, 1999; Mauriceet al, 2003; Mongilloet al, 2006; Richteret

al., 2011; Johnsoret al, 2012). Les ARN messagers codant les isoformes2RDEet
PDE2A2 sont exprimés dans le cceur chez le boeuin@burget al, 1991), et le messager
de la PDE2A3 est exprimé dans le tissu cardiaqueaivu(Rosmaret al, 1997). La PDE2 a
éteé détectée au niveau du cytosol et au niveaw deeimbrane plasmique (Lugnier, 2006;
Mongillo et al, 2006).

2.1.3.Les phosphodiestérases de type 3

Les PDE3 sont caractérisées par leur forte affip@ér 'AMPc et le GMPc. Cependant
I'activité d’hydrolyse pour 'AMPc est 2 a 10 fosupérieure a celle du GMPc. Ainsi malgré
sa forte association a I'enzyme, le GMPc est hydilentement et joue le réle d’inhibiteur
compétitif pour 'AMPc (Beavo, 1995). Deux genesdent pour cette famille de PDEs :
PDE3A et PDE3B. Dans le cceur, la PDE3A représanterine dominante, bien que certains
travaux suggerent que la PDE3B est aussi exprinnéaigeau cardiaque chez la souris
(Patruccoet al, 2004). Le gene PDE3A code pour 3 isoformes : PAE®uU PDE3A-136),
PDE3A2 (ou PDE3A-118) et PDE3A3 (ou PDE3A-94) alque le gene PDE3B code pour
une seule isoforme PDE3B1 (Movsesian, 2002; Weckslal, 2002; Yaret al, 2007a).

Les PDE3 sont caractérisées par la présence aaunthe domaine catalytique C-terminal
d’'une insertion de 44 acides aminés qui semblerjonedle important dans la sensibilité de
'enzyme au GMPc (Lugnier, 2006). Les structures tformes PDE3A et PDE3B sont
proches mais différent par la présence ou non deadws NHR1 et NHR2 (N-terminal
hydrophobic region) au niveau de leur région N-teaie. Ces domaines sont importants
pour l'adressage et la localisation membranairecel®e enzymes (Wechslet al, 2002).
L’isoforme PDE3A-136 (136 KDa) contient les deuxtdones NHR1 et NHR2, et 3 sites de
phosphorylation pour la PKA et la PKB. Elle estroaevvée exclusivement dans la fraction
microsomale du myocarde humain. La PDE3A-118 (11BaK contient uniquement le

domaine NHR2 et deux sites de phosphorylation p@uWKA. Elle a été identifiée dans la
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fraction microsomale et la fraction cytosolique. RRE3A-94 (94 KDa) ne contient pas de
domaine NHR, pas de site de phosphorylation etpestment cytosolique (Zaccolo &
Movsesian, 2007(Figure 9). Les sites de phosphorylation sont importants jeuégulation

de l'activité de I'enzyme, et des interactions pnoe-protéine (Movsesian, 2002; Wechser
al.,, 2002; Hambletoret al, 2005). La PDE3B présente une structure trés @iraif celle de

la PDE3AL, elle peut étre phosphorylée par la PKARKB et probablement par la PI3K
(Movsesian, 2002). Elle est retrouvée associeendelabrane (Yamt al, 2007a). Les PDE3
ont été donc retrouvées au niveau cytosolique ehbrenaire : membrane plasmique, RS,
Golgi, enveloppe nucléaire (Lugnier, 2006). Lesnfes cytosoligues sont générées par
coupure protéolytiqgue au niveau du domaine N-teamipar I'utilisation de sites alternatifs

d’initiation de la transcription, ou par épissagel RN messager (Kasuyet al, 1995).

PKB PKA
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(membranes) NHR1 NHRZ catalytic domain
P2 P3
PDE3A2 [T T |
(membranes, cytosol) NHR2 catalytic domain
PDE3A3 mm 2 e
(cytosol) catalytic domain
PKB PKA
PIP2  P3
EBI NN N I
(membranes) NHR1 NHR2 catalytic domain

Figure 9 : Structure des isoformes de PDE3.a structure des isoformes de PDE3 différe
par la présence ou non de domaines NHR (N-terntitydrophobic region), et de sites de
phosphorylation P1, P2, P3. D'aprés (Zaccolo & Mwian, 2007).

2.1.4.Les phosphodiestérases de type 4

Les PDE4 constituent la plus grande famille de PBlEsydrolysent ’TAMPc spécifiguement.
Elles sont codées par 4 genes différents : PDEDE4B, PDE4C et PDE4D. Au niveau
cardiaque, seuls les genes PDE4A, PDE4B et PDEADesprimeés (Kostiet al, 1997). Les
PDE4B et PDE4D présentent des activités enzymatiquegoritaires chez le rat nouveau né
(Mongillo et al, 2004) alors que chez le rat adulte I'activité RIBE4AA>PDE4B>PDE4D
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(Abi-Gergeset al, 2009) et chez la souris les trois sous-types karhbontribuer a part égale
a l'activité PDE4 globale (Lerogt al, 2011)

Ces genes donnent lieu a de nombreuses isofornmeségs par I'utilisation de différents
sites d'initiation de la traduction et par épissaffernatif. Dans les myocytes cardiaques de
rat, 3 isoformes ont été détectées au niveau preépour PDE4A, et deux pour PDE4B
(Kostic et al, 1997; Abi-Gergest al, 2009). En ce qui concerne le gene PDE4D, TARNim d
nombreuses isoformes (PDE4D1-9) a été détecté ldanzeur de rat, cependant au niveau
protéique, seules les formes longues (PDE4D3, PBERDE4DS8 et PDE4D9) semblent étre
exprimées (Richteet al, 2005; Abi-Gergegt al, 2009).

Sur le plan structural, les PDE4 se distinguentadases familles de PDEs par la présence de
domaines UCR (Upstream Conserved Region) au nigleda région régulatrice N-terminale.
Les différentes isoformes de PDE4 sont classées gnoupes en fonction de la taille de la
partie N-terminale : les formes longues qui sonistituées de 2 domaines UCR (UCR1 et
UCR2) ; les formes courtes qui contiennent uniquerlkECR2 et les formes supercourtes qui
ne comportent que la moitié du domaine UCR2 (Bokgeal, 1997; Houslayet al, 2007)
(Figure 10). Ces domaines régulent directement le site cajalytdes PDE4 et interviennent
dans les processus de dimérisation de I'enzyme (D&dotera, 2007). Ces domaines
interviennent également dans la localisation depratéine car ils constituent le siege
d’interaction avec les protéines AKAP (Dodge-Kaékaal, 2005).

La régulation de la transcription des genes de P&dE4ous le contrdle des taux d’AMPc. En
effet, une étude a montré que l'activation de cetbée provoque l'augmentation de
I'expression de TARNm des PDE4B et PDE4D (Swinm¢ml, 1991). Des travaux ultérieurs
ont montré I'implication de I'élément CRE (cCAMP Rsgtion Element) et du facteur de
transcription CREB et dans ce mécanisme (RE86al, 2002). Initialement décrit pour les
formes courtes de PDE4, comme PDE4D1 et PDE4B2in(V& Conti, 1997; D'Saet al,
2002), ce mécanisme peut également affecter lese®fongues comme PDE4D5 (Le Jeune
et al, 2002). A linverse, l'activation de la voie AMRAnduit une diminution de I'activité
transcriptionnelle du variant PDE4A10 par lintetradre du répresseur ICER (McCahet

al., 2008).

A plus court terme, l'activité enzymatique des PDé&st régulée par des mécanismes de
phosphorylation. Les formes longues de PDE4 présénin site de phosphorylation pour la
PKA (Ser54 dans la PDE4D3) au niveau du domaine UCHette & Conti, 1996). La
phosphorylation par la PKA au niveau de Ser54 amyenkactivité catalytique de I'enzyme
d'un facteur 2 a 3 (Sette & Conti, 1996; Rochaisal, 2004; Richteret al, 2005).
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Inversement, les formes courtes de PDE4 qui neepess pas ce site, ne sont pas
phosphorylées par la PKA. En condition basale,dmane UCR2 est capable d’interagir
avec UCRL1 et le domaine catalytique. Ce replienegetce une auto-inhibition de I'activité

catalytique. La phosphorylation par la PKA du dameailUCR1 induit un changement

conformationel, permettant ainsi la libération doméine catalytique de 'UCR2 et une

augmentation de l'activité de I'enzyme (Houslay &ains, 2003). A I'exception de PDE4A,

toutes les isoformes de PDE4 contiennent un sifghdephorylation pour Erk2 dans la partie
C-terminale. La phosphorylation par Erk2 active teames courtes et inhibe les formes
longues (Houslay & Adams, 2003; Maurieeal, 2003).
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Figure 10 : Les 3 groupes d’isoformes de PDE4es isoformes de PDE4 sont divisées
en 3 groupes en fonction de la taille de leur nédibterminale. Les formes longues
présentent les domaines UCR1 et UCR2 (Upstream €beets Region), les formes

courtes ne possedent pas UCR1, et les formes sapdes ne présentent que la moitié du
domaine UCR2. Les genes correspondants sont repartiroite de la figure. D’aprés

(Houslayet al, 2007).

2.2.Role des PDEs dans la régulation de la fonction adiaque

L'utilisation d’inhibiteurs de PDEs a permis d’éider leur r6le dans la régulation de la
fonction cardiaque. La théophylline a été le prenmdibiteur décrit dans la littérature, en

1962 (BUTCHER & SUTHERLAND, 1962). Dix ans plusdaun analogue de xanthine, le
1-methyl-3-isobutylxantine (IBMX) a été caractérsgmme étant 100 fois plus puissant que
la théophylline (Chasin & Harris, 1976). Ces 2 dgepharmacologiques sont désignés
comme des inhibiteurs non sélectifs des PDEs plisqohibent les principales familles

cardiaques de PDEs (PDE1 a 5) (Stoeletl, 1995). A ce jour, de nombreux inhibiteurs
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sélectifs des différentes familles de PDEs ont lbgyees et sont représentés dangdale 4.
Toutefois, ceux-ci font cruellement défaut pourtaimes familles. C’est notamment le cas des
PDEL, pour laguelle il n'existe pas d’inhibiteudes#if disponible commercialement, bien
que certaines molécules aient été développées, adicytier par la compagnie ICOS
Corporation (IC 224, IC 295 (Vandepet al, 2007) et 1C86340 (Milleet al, 2009)). Ceci
expliqgue en partie que le role de la PDE1 dangdalation de la fonction cardiaque, mis a
part une étude montrant son implication dans I'nypphie cardiaque (Milleet al, 2009)
soit mal connu. Dans les myocytes cardiaques,iVigetenzymatique de la PDE2 est faible
par rapport aux autres activités PDEs. En effehalabreuses études ont montré que la PDE3
et la PDE4 présentent des activités enzymatiqugsritaires dans le cceur de nombreuses
especes, et jouent un role primordial dans le 6tntte la fonction cardiaque (Lugnietr al,
1999; Rochai®t al, 2006; Richteet al, 2011) Dans cette partie, je présenterai uniquement le

role des PDE3 et des PDE4 dans la régulation fimtdion cardiaque.

Inhibiteurs PDE1 PDE2 PDE3 PDE4 PDE5
Non sélectifs
IBMX 19 7,6 2,6 14 2,2
Théophylline 653 300 244
PDE1
Nimodipine 1,4 13
Vinpocétine 21
MIMX 4
IC 224 0,08
PDE2
EHNA 3
Bay 607550 0,0047
PDE3
Cilostamide 114 15 0,042 80 30
Milrinone 0,53 13 15
Indolidan 0,68 178 9
Pimobendan 131 112 2,4
PDE4
Ro 20-1724 4
Rolipram 0,76
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PDES
Sildénafil 0,004
DMPPO 1 3 10 0,003 0,003
Dipyridamole 46 1,9 18 0,21 0,21
Zaprinast 11 75 2 0,76

Table 4 : Inhibiteurs des 5 familles principales dephosphodiestérases cardiaques
La sélectivité d'un inhibiteur considéré pour uamille de PDEs est appréciée par la valeur
de K (constante d'inhibition) en uM. IBMX : 1-methyli8sbutylxanthine. MIMX : 8-
méthoxyméthyl-IBMX. EHNA : erythro-9 (2-hydroxy-3enyl) adenine. DMPPO : 1,3-
diméthyl-6-(2-propoxy-5 methanesulfonylamidopheypgrazolo[3,4d] pyrimidin-4-(5H)-one
D'apres (Stoclett al, 1995; Beavaet al, 2007).

2.2.1.R6le des PDE3

La PDES3 est la cible d’agents cardiotoniques puissé&ls que I'amrinone, la milrinone,
I'enoximone. Ceux ci ont fait I'objet d'importanteédudes cliniques pour le traitement de
I'insuffisance cardiaque aigué et chronique (Bereitial, 1978; Baimet al, 1983; Packeet

al., 1991). Bien que leur effet proarythmique empé@&ele utilisation a long terme, ils sont
toujours utilisés pour le traitement de I'lC aigu&u plan expérimental, leur utilisation a
permis de comprendre les mécanismes par lesquelBEB régule l'inotropisme cardiaque.
Toutefois I'implication de la PDE3 dans la régulation de d¢iropisme cardiaque varie
considérablement selon I'espece considérée. & anéntré que I'efficacité de I'effet inotrope
positif de I'imazodan, un inhibiteur sélectif de PR chez le chien par rapport au cobaye ou
au rat dépend de la présence d’'un pool membraimagertant de PDE3 chez le chien, alors
gue la PDE3 est majoritairement cytoplasmique deemt et le cobaye (Weishaat al,
1987b). Il est probable que ces différences inspeees et des phénoménes de compensation
expliquent le phénotype modeste des souris défesepour PDE3A, chez lesquelles seule
une augmentation de la fréquence cardiaque a éenae (Suet al, 2007).

Au plan mécanistique, I'effet inotrope positif desibiteurs de PDE3 est expliqué par deux
mécanismes principaux, la stimulation du couraltigae (k) et I'activation du repompage
Cd" dans le reticulum sarcoplasmique (RS). En effimhibition de la PDE3 augmente
'amplitude de ¢, dans les myocytes atriaux isolés humains ou de kajimoto et al,
1997; Vandecasteelet al, 2001), et les myocytes ventriculaires de cobdyatgui et al,
1999). Cependant, chez le rat, I'inhibition conctamie de PDE3 et PDE4 est nécessaire pour
induire une augmentation g3, (Verdeet al, 1999). Il a été aussi montré quehibition de

la PDE3 induit la phosphorylation du phospholam{@tB) au niveau du RS, ce qui léve son
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inhibition sur SERCA2a et active la recapture du/f*Gdans le RS, améliorant ainsi la
relaxation ventriculaire gauche et augmentant krgén en Cd du RS (Yancet al, 2000;
Kerfantet al, 2007). LaPDE3 intervient aussi dans la régulation de lation cardiaque lors
d’'une stimulationB-adrénergique. Ainsi, I'application de cilostamidien inhibiteur tres
sélectif de PDE3) sur des myocytes ventriculairesrat adulte potentialise l'effet de
I'isoprénaline sullc, (Verdeet al, 1999) De méme ['inhibition de la PDE3 augmente les
effets inotropes positifs induits par la stimulatisélective des récepteUss-AR et 3,-AR

dans les myocytes atriaux humains (Chetstl, 2006; Kaumanet al, 2007).

2.2.2.Ro0le des PDE4

Les inhibiteurs sélectifs des PDE4, le roliprameeR0-201724, ont été largement utilisés
pour évaluer la contribution de cette famille deE3[& la régulation de la fonction cardiaque.
Contrairement aux inhibiteurs de PDE3, en cond#titiasales, les inhibiteurs de PDE4
n’'induisent aucun effet inotrope positif (Shahid Kicholson, 1990). Cependant, ils
produisent une augmentation du courant calciqueypke L (Kajimotoet al, 1997; Verdeet
al., 1999) et de la contraction cardiague (Mukgral, 1990; Shahid & Nicholson, 1990;
Galindo-Tovar & Kaumann, 2007) lorsque les niveatxacellulaires d’AMPc sont élevés
par la forskoline ou lisoprénaline ou lorsque IBE3 est inhibée de facon concomitante.
Chez les rongeurs, les PDE4 sont des modulategatif®¢ majeurs des taux d’AMPc en
réponse a une stimulatigpadrénergique (Rochaet al, 2004; Nikolaewet al, 2006; Leroy
et al, 2008). Les souris invalidées pour chacun des g&E4A, PDE4B et PDE4D ont
permis de préciser le role des isoformes de PDE4 tarégulation du CEC. La PDE4D est
associée a la fois au RyR2 et a la SERCA2a et@enainsi la phosphorylation du RyR2 et
du PLB par PKA et donc les mouvements calciquesiaeau du RS (Lehnast al, 2005;
Becaet al, 2011). La PDE4D et la PDE4B sont aussi retroud@es le complexe des canaux
calciques de type L mais seule I'ablation de PDRdintialise la répondeadrénergique de
lca L identifiant la PDE4B comme l'isoforme majeur dBE2 régulant 4, (Leroy et al,
2011). De facon intéressante, I'absence de PDE4DRQIeoWDE4B se traduisent par une
augmentation du CEC et une susceptibilité accrueamythmies ventriculaires sous stress
catécholaminergique (Lehnaet al, 2005; Leroyet al, 2011). Chez I'homme, le rble des
PDE4 est moins bien compris. Toutefois, il a étémorécemment que la PDE4 régule aussi
le CEC dans les myocytes atriaux humains et quengaipition favorise les arythmies atriales
(Molina et al, 2012).
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3. Effecteurs de 'AMPc

L’AMPc agit comme second messager commun d'un granchbre d’hormones, de

neurotransmetteurs, ou d’autres facteurs circulgraiicipant aux régulations fondamentales
de la fonction cardiaque. Il est généralement reaague le principal effecteur cardiaque de
'AMPc est la protéine kinase AMPc dépendante (PK@gpendant 'AMPc est capable de
lier d’autres effecteurs : le facteur d’échange cEffaxchange protein directly activated by

CcAMP) et les canaux HCN (Hyperpolarization actidatgclic nucleotide gated channels).

3.1.La protéine kinase AMPc dépendante (PKA)

La PKA appartient a la famille des protéines kinddee des plus grandes familles de
protéines représentant environ 2% du génome hur@a protéines fonctionnent comme des
interrupteurs moléculaires qui activent ou désactivia plupart des processus biologiques
(mémoire, différenciation et division cellulaire,étabolisme...). La PKA a été une des
premiéres protéines kinases découvertes, séqueratérses et cristallisées (Walst al,
1968) (Shojiet al, 1981; Uhleret al, 1986; Knightoret al, 1991). Sa sous-unité catalytique
a été utilisé comme modele structural pour 'endendies protéines de cette famille (Taylor
et al, 1990; Tayloret al, 2008). L’activité kinase de la PKA consiste aabader le transfert
du phosphatg d’'une molécule d’ATP sur une protéine substratpi@aau d’un résidu Sérine
ou Thréonine. Cette phosphorylation conduit a dedifications structurales et fonctionnelles
de la protéine cible permettant la régulation de activité enzymatique ou le changement de
sa localisation cellulaire ou son association aliaatres protéines.

La PKA est un hétérotétramere formé de deux souésurégulatrices (R) et de deux sous-
unités catalytiques (C). La liaison de deux molésut’AMPc par sous-unité régulatrice
libére les sous unités catalytiques qui peuvensagiosphoryler différents substrésgure

11). Initialement, 2 sous-types de PKA nommées PKAtype | et de type Il (PKAI et
PKAII), ont été identifiees en raison de leur ordfélution sur colonne chromatographique
échangeuse d’ions (Corbin & Keely, 1977). Il a déenontré par la suite que ces deux types
présentaient des sous unités catalytigues assaci®Esx types de sous-unités régulatrices, Rl
et RIl. Plus tard grace a la biologie moléculadiéférentes isoformes de R et de C ont été
identifiées. Quatre isoformes de la sous-unité Ri(RIB, Rlla, RIIB) codées par 4 genes
différents ont été décrites. Les sous-unitéa Bi Rlla sont ubiquitaires alors que [REest

exprimée dans le cerveau, les testicules, les Ipayiks B et T et RB dans le cerveau, le
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tissu adipeux et le tissu endocrine (Skalhegg &@&as2000; Bossis & Stratakis, 2004). De
méme, il existe 4 génes qui codent pour 4 isofordeeks sous-unité C (G CB, Cy et PRKX

ou human X chromosome-encoded protein kinase Xgc & variants d’épissage pour
chacune des sous-unités (Cal, Ca2, Ca-s) et @ (CB1, 32, OB3) qui different au niveau
de l'extrémité N-terminale. Les sous-unités €bnt exprimées de facon ubiquitaire, tandis
que les sous-unitéspGsont exprimées dans des tissus plus spécifiguesneole cerveau et
Cy est exprimée dans les testicules (Beebal, 1990). Au niveau cardiaque, il a été deécrit
que l'isoforme @ représente la forme dominante (Shungolal, 1992). Il a été aussi reporté
que les 4 isoformes R] RIB, Rlla et RIIB sont exprimées dans les myocytes cardiaques
(Krall et al, 1999; Scholteret al, 2007). Des études antérieures ont démontré par de
techniques biochimiques, que la PKAII est prina@paént associée a la fraction particulaire
alors que la PKAI est préférentiellement retroudé@as la fraction soluble (Corbin & Keely,
1977; Bruntoret al, 1981). Cette derniére représente l'activité migwe dans le ventricule
de rat et de souris (Corbin & Keely, 1977). Dansniocarde humain les isoformesoRét
Rlla sont majoritaires et sont présentes a la fois tafraction soluble et particulaire, mais
Rlla est modérément enrichie dans la fraction partiu@rall et al, 1999). Une étude plus
récente utilisant 'imagerie confocale sur des imanyocytes de rats néonataux, a montré que
la PKA-RI est localisée au niveau de la ligne Aetlu sarcomere alors que la PKA-RII est
détectée uniquement au niveau de la ligne M (DieBlettoet al, 2008).

La structure, la régulation, la répartition subdelire et le réle de la PKA dans la régulation
cardiaque, seront détaillés dans le chapitre stiivan

AMPc

* O®
14 o

PKA inactive PKA active

Figure 11 : Représentation schématique de la PKA ate son activation.La PKA est un
hétérotétrameére constitué de 2 sous-unités rég@at(R) et de 2 sous-unités catalytiques
(C). La fixation de 4 molécules d’AMPc sur les saundtés R, induit la dissociation des sous
unités C qui phosphorylent spécifiqguement des ussigkrine et thréonine au niveau des
protéines cibles.
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3.2.Le facteur d’échange Epac

Le facteur d’échange Epac (Exchange protein dyemttivated by cAMP) ou cAMP-GEF
(cAMP-Guanine nucleotide Exchange Factor) appdréiemne nouvelle famille de protéines,
récemment identifiées comme étant capables deditectement 'AMPc (de Rooigt al,
1998) (Kawasaket al, 1998) et d’activer les petites protéines G défaille Ras, Rapl et
Rap2 (Bos, 2006). Les protéines Epac constituersi ane nouvelle voie de transduction des
signaux AMPc indépendante de la PKA. Il existe danformes d’Epac (Epacl et Epac?2)
présentant des structures tres similaires et desaib@s hautement conservés. Elles se
caractérisent par une région N-terminale régulatet une région C-terminale catalytique
contenant des domaines comm(fgure 12) : le domaine d’adressage intracellulaire
nommé DEP (Dishevelled, Egl-10, Pleckstrin) ; leméine de liaison a 'AMPc dont la
séquence est tres proche de celle de la sous-Bnidé la PKA ; le domaine REM (Ras
Exchange Motif) stabilise le domaine d’échange dPGen créant un pont intramoléculaire
entre les régions régulatrice et catalytique ; tandine GEF responsable de [lactivité
d’échange du GDP en GTP sur les petites protéinesaGprotéine Epac2 se distingue
d’Epacl par la présence, dans sa région régulattive second domaine liant TAMPc de
plus faible affinité pour TAMPc que le domaine comn aux deux isoformes et de fonction
inconnue (Bos, 2006). En condition basale, le damaatalytique d’Epac est inhibé par le
domaine de fixation de liaison a 'AMPc. En présedtAMPc, Epac change de conformation
et démasque le domaine catalytigue qui peut alctigea les protéines Rap en catalysant
I'échange GDP/GTP, permettant ainsi leur interactevec leurs effecteurs spécifiques.
Récemment plusieurs études se sont intéresséétealerla protéine Epac dans les myocytes
cardiaques. L'équipe de John Scott aux Etats-Umseatré que l'isoforme Epacl est associée
au complexe mAKAP, PKA, PDE4D3 et Erk5 (Dodge-Kaflh al, 2005). Des études
réalisées au sein du laboratoire par I'équipe a@gmiLezoualc’h ont mis en évidence son
implication dans le développement de I'hypertroptaediaque induite par une stimulati@n
adrénergique (Morett al, 2005; Metrichet al, 2008). Il a été aussi montré que la protéine
Epac est impliquée dans la régulation dd*Gatracellulaire (Pereirat al, 2007) et dans la
régulation de la contraction des myofilaments @aydes, de facon PKA indépendante
(Cazorlaet al, 2009). Une étude tres récente a mis en évidemad®lé d’Epac dans le
couplage excitation-transcription du myocyte caydea (Pereireet al, 2012). Cette étude a
montré que Epac est responsable de 'augmentatida cbncentration du €adans le noyau

via la voie PLC (phospholipase C)IRnositol 1,4,5 triphosphate), et de I'activatidae la
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protéine CaMKII. La phosphorylation de HDAC5 par @aMKII favorise son export du
noyau, levant la répression sur le facteur de ergotson MEF2 et activant ainsi I'expression
des genes du programme hypertrophique. Comme &iguigbaragraphe 1.1.2, I'activation de
cette voie Epac/CaMKIl semble pouvoir étre indugar la stimulation prolongée des
récepteurf3;-AR et le recrutement de PBrarrestine, protéine d’échaffaudage pour Epac et

CaMKIl (Mangmoolet al, 2010).

Epacl —' DEP '—'L\MP-'—[ REM EER
Epac2 [cAMP-B ]—' DEP '—'L\MP-'—[ REM GEF

— A _/
v v

Regulatory Catalytic

Figure 12 : Structure des protéines Epad)’aprés (Bos, 2006)

3.3.Les canaux HCN et CNG

Les canaux HCN (Hyperpolarization activated cygeliecleotide gated channels) sont des
canaux voltage-dépendants, activés par une hy@eigation et régulés par 'AMPc et le
GMPc. Le courant généré par ces canaux, nomme rdode pacemaker ou courant |
contribue a l'automatisme cardiaque dans les esldu nceud sino-atrial et auriculo-
ventriculaires (Biekt al, 2002; Mangoni & Nargeot, 2008). Quatre isoforrté€EN 1-4) ont
été décrites chez les vertébrés. L'isoforme HCN3spécifiguement exprimé au niveau des
neurones alors que HCN 1, 2 et 4 sont détectésvaaundu cerveau et du coeur. L'isoforme
HCN2 est surtout exprimées au niveau des myocytesua et ventriculaires et HCN4 au
niveau des cellules sino-atriales (Betsal, 2007).

Les canaux CNG (cyclic nucleotide-gated channeatsit sles canaux cationiques qui sont
directement activés par 'AMPc ou le GMPc sous memaires. lls sont principalement
exprimés dans les neurones olfactifs et dans iaerébais pas dans le cceur. Ces canaux ont

servi & la construction de senseurs de 'AMPc eBMPc (Richet al, 2001).

lll. La protéine Kinase AMPc dépendante (PKA)

1. Structure et régulation
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En absence d'AMPc, la PKA est une holoenzyme hétéamériqueconstituée de 2 sous-
unités régulatrices et de 2 sous-unités catalysigue structure de chaque sous-unité ainsi que

la dynamique et la régulation de la PKA seront iliésidans cette premiére partie.

1.1.Les sous-unités régulatrices

Les sous-unités régulatrices (R), récepteurs nmjeler 'AMPc, sont des protéines tres
dynamiques qui interagissent avec une multitude pdetéines. Elles partagent une
organisation structurale commune et sont compodeégsusieurs domaindgigure 13). Au
niveau de la région N-terminale, elles possedent dommaine de dimérisation
(Dimerization/Docking Domain (D/D)) en hélice, ggomme son nom l'indique permet la
liaison des deux sous-unités R entre elles au nideatétramere, de facon antiparallele. Ce
domaine permet aussi la liaison des sous-unitéaxRoeotéines d’ancrage (les AKAPS) qui
assurent I'adressage subcellulaire de la PKA. Eat,gfour la sous-unité Rl comme pour la
sous-unité RIl, le dimere une fois formé présene structure de 4 hélices qui s’entre
chevauchent (structure en X) pour former une iat&fhydrophobe qui va interagir avec les
AKAP. Dans le cas de RII, la dimérisation offre unterface hydrophobe peu profonde. Pour
Rl il existe en plus une séquence hélicoidale drrhinal avant le domaine D/D qui, apres
dimérisation, participe a la formation d’'une captés profonde et plus compacte (Bardty
al., 2003). Ces difféerences peuvent expliquer la $igééi de la majorité des AKAPs pour la
sous-unité RIl ou « Dual AKAP » pour les deux sangés (Tasken & Aandahl, 2004)
(Kindermanet al, 2006). Le domaine D/D est suivi par un site iftkir IS (Inhibitor
Sequence) qui correspond au site de liaison deus-snité catalytique (C) au niveau de son
site actif, inhibant ainsi I'activité catalytique lenzyme, en absence d’AMPc. Pour RI ce site
est considéré comme un site pseudo-substrat alafié cpntient un réel site de
phosphorylation pour RIl. En région C-terminaleaghe sous-unité régulatrice possede deux
domaines de fixation pour 'AMPc (A et B) hautemennservés, constitué chacun d’une
partie en hélice et une partie en feuilfet L'AMPc se fixe au domaine PBC (Phospho-
Binding Cassette) contenu dans la partie en fe(llet avec une plus faible affinité pour le
domaine A que le domaine B (Taylet al, 2005; Kimet al, 2005; Kimet al, 2007). Les
sous-unités RI et RIl présentent des affinitéséddiites pour I'AMPc avec une constante
d'association (Ka) de 50 a 100 nM pour RI, et dé@ 20400 nM pour RIl (Dostmann &
Taylor, 1991).
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Figure 13 : (A) Structure des sous-unités R, Rll o et RIIp d’apres (Tayloret al, 2008).
(B) Cristallographie d’'un dimére de sous-unité réglatrice Rla d’apres (Tayloret al,
2005).

1.2.Les sous-unités catalytiques

Les sous-unités catalytiques (C) de la PKA présendes domaines tres similaires et des
résidus invariants dans la famille des protéinesade. La structure tridimensionnelle
hautement conservée a servi comme prototype poupmrandre la structure, la fonction et la
régulation de I'ensemble des protéines de cettdléafiaylor et al, 2008). Ces sous-unités
C sont constituées de deux lobes séparés par nteegdmfonde contenant le site catalytique
et dans laquelle viennent se loger le Mg-ATP et pawie du substraF{gure 14). Le petit
lobe localisé en région N-terminale contient le sié liaison a I'ATP alors que le grand lobe
du coté C-terminal contient le domaine de liaisorsabstrat ainsi que les résidus catalytiques
formant la boucle d’activation. Cette boucle comtien site de phosphorylation, Thr197,
essentiel pour l'activité catalytique et contierm gite de fixation pour les sous-unités
régulatrices (Kimet al, 2005). La PKA étant une Sérine/Thréonine kinkesesites consensus

reconnus par la sous-unité C sur ses protéinegscibbnt : Arg-Arg-X-(Ser/Thr)-résidu
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hydrophobe, (Arg/Lys)-X-X-(Ser/Thr)-résidu hydrofie et (Arg/Lys)-X-(Ser/Thr)-résidu
hydrophobe, X pouvant étre n’'importe quel acidereéngGalelloet al, 2010).

Au niveau cristallographique, le petit lobe a utracture de 5 feuillet antiparalleles (1-5)
avec une structure hélicoidale entre les feuilett 4 (hélices B et C), tandis que le grand
lobe a une structure hélicoidale (hélices E, FG[2t H) avec une partie en feuill§@¢6-9) au

niveau du domaine d’interface entre les deux I¢bagire 14) (Knightonet al, 1991).

5197 5338
A

C subunit = Small Lobe i 3 j
1 129 350

Figure 14 : Structure primaire (A) et cristallographie de la sous unité C (B)D’apres
(Kim et al, 2007).(Knightoret al, 1991)

1.3.Dynamique de la PKA

A I'état inactif, 2 sous-unités catalytiques sartés a un dimére de sous-unités régulatrices
formant la PKA holoenzyme. L’activation de la PKA fit par la fixation coopérative de 2
molécules d’AMPc sur les domaines A et B de chasmueés unité R, soit 4 molécules par
tétramere. La cristallisation du complexe protéifrené de la sous-unité catalytique liée a
une sous-unité regulatrice kkronquée du domaine de dimérisation et conteremideux
domaines (A et B) de liaison a 'AMPc, a permis dicrire le mécanisme moléculaire
impliqué dans la dynamique d’activation de la PKa& pAMPc (Kim et al, 2007). Lorsque

la PKA est inactive seul le site PBC du domainesBexposé a la fixation d’'une molécule

d’AMPc, le domaine A est caché par une grande ziingerface entre R et C. Une fois que
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'’AMPc est lié au site B, la queue C-terminale desbus-unité R est recrutée afin de stabiliser
cette liaison. En effet, le mouvement de la quedter@inale vers le domaine B permet
d’interrompre le pont formé entre les acides amer@positions 261 et 366 de R (Glu261 et
Arg366), qui maintenait la position de la queuee@vinale étendudFigure 15). Ceci
conduit a la libération du résidu Tyr371 qui seavite « couvercle » pour I'AMPc fixé au
domaine B. Le pont Glu261-Arg366 et le résidu Tyr3@uent alors un rdle crucial dans
l'activation de la PKA. L'ensemble de ces modifioat stériques conduit a un grand
changement conformationnel qui permet de démadegwsiie PBC du domaine A, le domaine
B se replie en se déplacant de 60A. Une secondécamlel AMPc va alors se lier au
domaine A au niveau duquel le résidu Trp260 serk deuvercle » pour 'AMPc. La sous-
unité catalytique est alors relarguée du site it IS de la sous-unité R et va pouvoir

phosphoryler les cibles de la PKA.

cAMP Bound € subunit Bound
5 o

' Domain B

Figure 15 : Cristallographie de la dynamique de lasous-unité Riu lors de I'activation de
la PKA. D’apres (Kimet al, 2007).

1.4.Régulation

Au niveau du cytoplasme, la régulation des soutesrgatalytiques de la PKA se fait par les

sous-unités régulatrices. En effet, lorsque le tallkAMPc diminue, les sous-unités
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régulatrices perdent leur ligand et se réassodiemouveau avec les sous-unités catalytiques,
induisant leur inactivation (Tasken & Aandahl, 204

Lors d'une augmentation d'AMPc, la PKA holoenzymiéspnte dans le cytoplasme se
dissocie et la sous-unité C libre peut alors ddfugorement dans le noyau et phosphoryler les
différentes protéines nucléaires. Cette activitéalgique est régulée par un inhibiteur
endogéne, le PKI (protein kinase inhibitor). Le RilIncipalement localisé au niveau du
noyau, se fixe sur le site actif de la fente dedas-unité C avec une tres forte affinité (Ki=2.3
nM) (Knightonet al, 1991). Cette fixation conduit non seulement @hibition de I'activité

de la sous-unité C mais aussi a son export du negeslle cytoplasme, grace a un signal
d’export nucléaire riche en Leucine (Wenal, 1994; Fantozzét al, 1994). Les sous-unités
C de retour dans le cytoplasme vont pouvoir de eauvformer des tétrameres de PKA
inactifs. Il existe trois genes codant pour PKI [&@KPKIB, PKl). Dans les ostéoblastes,
PKly est responsable de la terminaison des réponsesniBEl&aires en réponse a I'hormone
parathyroidienne ou l'isoprénaline (Chenal, 2005). Des études récentes ont identifié une
nouvelle protéine nucléaire dénommeée AKIP1 (A Kenasteracting Protein), comme étant
capable de retenir la sous-unité C dans le conmpanti nucléaire en se fixant aux résidus 14-
39 de sa région N-terminale (Sastial, 2005). Toutefois, la conséquence pour l'activité
catalytique de la PKA n’est pas connue.

La sous-unité C de la PKA est également inhibéectBment par glutathionylation du résidu
Cys199 localisé a coté du site actif, dans desulesll exposées a un stress oxydant
(Humphrieset al, 2002).

2. Protéines associées a la PKA : les AKAPs

La localisation subcellulaire de la PKA est priratgment due a I'ancrage de ses sous-unités
régulatrices R par les AKAPs (A Kinase Anchoring@teins) au voisinage de ses substrats.
Ainsi, lorsque la concentration en AMPc augmente@ginage d’'une AKAP, sa liaison a la
sous-unité R libére la sous-unité catalytique ClaldPKA qui peut ainsi phosphoryler
rapidement et localement le substrat effecteust I AKAP. Ces protéines d’ancrage assurent
donc une grande spécificité et une régulation sgatnporelle des réponses cellulaires (Scott
& Santana, 2010). La famille des AKAPs comprendsple 50 protéines ayant des structures
différentes mais une fonction similaire. En effetites les AKAPs partagent un domaine
conservé de liaison a la PKA, mais possedent unadwmd’adressage unique permettant

d’associer le complexe PKA-AKAP aux structures oganites subcellulaires. Les AKAPs ne
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se caractérisent aussi par leur capacité a s'assaec différentes protéines, le plus souvent
impliquées dans diverses voies de signalisation.p&miculier, les AKAPs lient d’autres
kinases, des phosphatases et des phosphodiestéfas&en & Aandahl, 2004; Wong &
Scott, 2004).

Les AKAP s’associent a la PKA par l'intermédiaireirte hélice amphipathique de 14-18
résidus qui interagit directement avec les hélecelsi domaine de dimérisation en N-terminal
de la sous-untié régulatrice de la PKA, impliquaes interactions de type hydrophobe
(Newlon et al, 1999; Tasken & Aandahl, 2004). En effet, il a gténtré par RMN que le
dimére de la sous-unité Rilest formé de 4 hélices croisées en X, présentaniv@au des
parties N-terminales une interface hydrophobe qgermet la fixation de [I'hélice
amphipathique de I'AKAP. Il semblerait donc quedianérisation est essentielle a la liaison
des AKAP (Figure 16). Comme il a été déja mentionné au début du cleapddr PKA |
présente une interface de liaison pour les AKAR pltofonde et plus compacte que celle de
la PKA 1. Ces différences structurales au niveas extrémités N-terminales des sous-unités
RI et RII expliqueraient les différences d’affinié de spécificité de ces sous-unités pour les
difféerentes AKAP. En effet, la plupart des AKAP idi§iées semblent étre associées a la
sous-unité RIl de la PKA, cependant certaines AKWigdt Rl ont été plus récemment
identifiées. De plus, il existe des AKAP (D-AKAPLR-AKAP2) capables de lier a la fois RI
et RIl (Wong & Scott, 2004).

i Lf\ ey

| AKAP amphipathic helix peptide i

L\\\\\\"\

Q@i £ AKAP Binding
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WAl Ls

: Antiparallel RIl 1-45 dimer

ul - ‘5
Dimerization ‘
interface ’g

Figure 16 : Fixation de I'hélice amphipathique de’AKAP au niveau du domaine de
dimérisation de la sous-unité Rlbk. D’apres(Tasken & Aandahl, 2004).
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Au niveau du cardiomyocyte, plusieurs AKAPs ont iéEntifiées et répertoriées selon leur
localisation et leur association a différents paatees(Table 5). Les rdles des principales

AKAP cardiaques dans la compartimentation des siyFeMPCc/PKA sera détaillé dans le

chapitre V, paragraphe 3.

Nom du Gene Autres Noms Localisation Partenaires fAation
PKAI and II,
D-AKAP1 PKCa, StC, Régulation de
: , RSK1, PP1, , :
AKAP1L s-AKAP84 Mitochondries PP2A. CaN I'hypertrophie
AKAP121 EN, RS ' ' du
AKAP149 PTPDL, cardiomyocyte
PDETYA, Lfc,
AMY-1
PKAII, PKC,
AKAP79 CaN, KCNQ2, Régulation du
AKAP5S AKAPT75 MP, Tubules T | LTCC, B-AR, I lci
AKAP150 AC5/6, SAPY7, | YCIe caicique
caveolin-3
PKAII,PDE4D3, | Régulation de
AC5, RyR2, I'hypertrophie
CaNAB, PP2A, | du
NFATc, ERKS5, | cardiomyocyte,
MEKS5, Epacl, | régulation de la
AKAPG MAKAP EN Rapl, HIFL, | stabilité du HIF-
VHL, Siah2, la pendant
PDK1, RSK3, | I'hypoxie,
NCX1, nesprin- | régulation du
la, myopodin | cyle calcique
Membrane PKAII, L-type
AKAP7 ﬁﬁﬁgig@ B, p!gsmique, cd* channel, Régulation du
. 5) réticulum _ phospho_la_mban cycle calcique
i endoplasmique | PP1, inhibiteur 1
PKAII, PP1,
Yotiao, Memb.rane PP2A, PK@,,. Régulation de Ia
AKAPO AKAP350, plasr_nlque, P_KNl, casein repolarisation
AKAP450, CG- | Golgi, kinase 1, AC, cardiague
NAP, Hyperion | centrosome PDE4D3, IP3-R,
KCNQ1, CLIC
Membrane PKAI and II, Régulation du
AKAP10 D-AKAP2 mitochondriale | PDZK1, Rab4, | rythme
externe Rabll cardiaque
PKAIl, Gayz, Régulation de
RhoA, 14-3-3, | I'hypertrophie
AKAP-Lbc, PKCn, PKD, du
AKAP13 Ht31, Brx Cytosquelette KSR} Raf, cardiomyocyte
MEK1/2, et du
ERK1/2, PKNy, | développement
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MLTK, MKK3, | cardiaque
p38:, PDE3B,
Ras, PIK3R5,
Ber, PIK3G,
Gpy
Downregulation
de I'expression
PI3Kcy PI3Ky Inconnue 0101, p84 ng}%ﬁﬁs
I'insuffisance
cardiaque
PKAII, titin,
CMYAS Myosprin Sarcomere calpain 3, Inconnue
dysbindin
Filaments PKAII, desmin,
Intermédiaires, | zyxin, talin,

SYNM Synemin !ignes Z,_disques; vinculir_l, Organisation du
intercalaires, vimentin, cytosquelette
membrane dystrobrevin,
plasmique desmuslin

PKAII, troponin Contraction du

TNNT2 Troponin T Sarcomere l, troponin C, R

actin sarcomere

Table 5 : Les AKAPs cardiaques

AKAP-Lbc : AKAP-lymphoid blast crisis ; D-AKAP : dal-specific AKAP ; mAKAP :
muscle AKAP ; s-AKAP : spermatid AKAP ; AMY-1 : asdate of myc-1 ; Bcr : breakpoint
cluster region protein ; Brx : breast cancer nucteaeptor-binding auxiliary protein ; CaN :
calcineurin ; CG-NAP : centrosome and Golgi locadizPKN-associated protein ; CLIC :
chloride intracellular channel ; ERK : extracellusggnal-regulated kinase ;0G&2 : a-subunit

of the heterotrimeric G protein G12 ; HIer1 hypoxia-inducible factord ; IP3-R : inositol
3,4,5-phosphate receptor ; KCNQ2 : gene encodied<ti.QT2 potassium channel ; KSR1 :
kinase suppressor of Ras 1 ; Lfc : Lbc first coysMEK : mitogen-activated protein kinase
kinase ; MKK3 : mitogen-activated protein kinasedse 3 ; MLTK : mixed lineage related
kinase ; NCX1 : sodium-calcium exchanger ; NFATwclear factor of activated T cells ;
PDKZ1 : phosphoinositidedependent kinase-1 ; PDZKa&dium-proton exchange regulatory
cofactor ; PIK3c : phosphatidylinositol-3 kinasel3IR) catalytic subunit ; PIK3R5 : PI3K
regulatory subunit 5 ; PKC, protein kinase C ; PKfotein kinase D ; PKN : protein kinase
N ; PP1 : protein phosphatase 1 ; PP2A : proteosphatase 2A ; PTPDL1 : protein tyrosine
phosphatase D1 ; KSR1 : kinase suppressor pf RaRapl : Ras-related protein 1 ; RSK:
ribosomal S6 kinase ; RyR2 : ryanodine receptoS2P97 : synapse-associated protein 97 ;
Siah2 : seven in absentia homolog 2 ; VHL : vongdipLindau tumor suppressor.

D’apres (Divianiet al, 2011).

3. Cibles et role de la PKA dans la régulation cardiage

Suite a son activation par 'AMPc, la PKA phospHergle nombreuses protéines cibles

membranaires, cytosoliques, nucléaires ou asso@éas organites intracellulaires. Ces
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protéines sont intimement impliqguées dans la rdéigmiade la contraction, du métabolisme
cardiaque ainsi que de la transcription géniquep@iRdalo, 1998). Il s’agit des principaux
acteurs du coulage excitation-contraction (CEC)CCT RyR2, PLB, Tnl et MyBPc ; de la
phosphorylase kinase impliquée dans le métabolismergétique ; ainsi que différents
facteurs de transcription tels que CREB, CREM atagges histones déacétylases de classe Il
comme HDACS.

3.1.Régulation du couplage excitation contraction

La PKA joue un réle crucial dans la fonction cagdia car elle phosphoryle les protéines
clées du couplage excitation-contraction (Bers,220Comme je l'ai déja cité au début de
I'introduction, suite a une stimulation neurohorratendes récepteufsAR et une activation
par 'AMPc, la PKA phosphoryle les canaux calciqdestype L (LTCC) et le récepteur de la
ryanodine (RyR2) augmentant ainsi leur activitéciGmnduit & une élévation massive du
cd”* cytosolique et & une augmentation de la forceotéraction (effet inotrope positif). La
phosphorylation du phospholamban (PLB) augmentiVidé de la SERCA2a et donc le
repompage calcigue dans le réticulum sarcoplasmajua phosphorylation de la troponine |
(Tnl) et de la protéine C de liaison a la myosiMyBP-C) diminue l'affinité des
myofilaments pour le G4 et accélére le cyclage des ponts actine-myosiael @ntribue a
I'accélération de la relaxation cardiaque (effsithope positif). Dans cette partie la régulation
PKA dépendante de I'activité de chacune de ceimed sera traitée.

» La stimulationf-adrénergique potentialise 'amplitude du couraaitique de type L en
augmentant la disponibilité et la probabilité d’erure des canaux (Trautwein & Hescheler,
1990; Ochi, 1993). Les LTCC sont des canaux voitigmendants constitués d’'une sous-
unité principalea; qui forme le pore du canal et de sous-unités airek[3, a,0 ety (Brette

et al, 2006). La sous-unité;c ou Cg1.2 est la forme majoritaire dans le cagtigure 17).
Plusieurs sites de phosphorylation pour la PKA é@#gtidentifiés au niveau des sous-unités
Ca/1.2 (Ser1928) (De Jongkt al, 1996) etf3,,( Serd59, 478, et 479) (Gerhardsteinal,
1999). La phosphorylation de la Serl928 de la smie Cgl.2 par la PKA a été
initialement proposée comme mécanisme impliqué tlasmulationp-AR de l'activité des
LTCC. Cependant, des études ultérieures ont cahitette théorie. Une premiere étude a
montré que la stimulatiofB-AR des LTCC requiere la présence de la partiealdistiu
domaine C-terminal de G&.2, mais pas de la Ser1928 (Ganestaal, 2006). Une deuxieme
étude réalisée sur des solkimck-inportant la mutation S1928A a mis en évidence que |
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phosphorylation par la PKA de la Ser1928 n’est fmestionnellement impliquée dans la
régulation3-AR de k5. dans les cardiomyocytes ventriculaires de souresnke et al,
2008). De plus des travaux récents montrent gpadaphorylation par la PKA de la Ser1928
n'est pas impliquée dans la régulati@pfAR du courant d,, (Fuller et al, 2010). En
revanche, la phosphorylation de la Thrl704 parakeime kinase Il et de la Serl700 par la
PKA, ancrée au niveau distal du domaine C-termidal canal par 'AKAP15/18,
interviennent dans la régulation de I'activité basiu canal. Et sous stimulatifirAR, c’est

la Serl1700 qui représente le site crucial de réignlalu canal par PKA (Emrickt al, 2010;
Fuller et al, 2010). En effet, sa phosphorylation conduit &l@angement conformationnel du
domaine C-terminal de la sous-unité,C2, levant ainsi I'auto-inhibition exercée par ce
domaine sur le canal (Hulne al, 2006; Hell, 2010). Ainsi, la phosphorylation deSer1928
sous stimulatiofs-AR présente une fonction régulatrice du canal emoon identifiée (Fuller
et al, 2010).

] Activation
Cav1 -2 E :atctiutation

0‘28 Bl Selectivity, permeability
-Trafficking and targeting @ DHP binding
\;Modulation of biophysical properties
— i -Pore forming subunit
4 Ol4c -sensitivity to potential
-Pharmacological properties
v

Extracellular

-Trafficking and targeting
-Modulation of biophysical properties

Figure 17 : Représentation schématique du canal aatjue de type L (LTCC)

La sous-unité GAL.2 () ainsi que les sous-unités accessoifest (126) sont représentées.
La sous-unité GAL.2 est composée de 4 domaines transmembranainggnant chacun 6
segments (S1-S6). Les segments S4, riches en sésidargés positivement, sont les
détecteurs de voltage du canal. Les segments égt giont responsables de l'activation du
canal et le segment S6 (vert) de I'inactivations d®emaines en rose sont les sites de liaison
aux dihydropyridines (DHP). L’interaction entre\@a etp a lieu au niveau du domaine AID
(A Interacting Domain). Le canal présente difféseniveaux de régulation : par le complexe
C&*/calmoduline (CaM), par phosphorylation par lesakies PKA, PKC, PKG et CaMKIl,
par glycosylation de la sous-uniigh. D’apres (Brettest al, 2006).
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* Le récepteur de la ryanodine cardiaque, RyR2,reshual calcique homotétramérique situé
a la membrane du Réticulum Sarcoplasmique (RS)g@hanonomere est constitué d’'une
partie N-terminale cytoplasmique appelée « pied »d’'ane partie transmembranaire C-
terminale impliquée dans la formation du pore doat@ermettant la diffusion des ions®a
(Lehnart, 2007)(Figure 18). En région N-terminale, le RyR2 est associé a umdéime
accessoire, la FKBP 12.6, qui joue un rbéle majeursdsa stabilisation, son inhibition et sa
fermeture. La phosphorylation du RyR2 par la PKAIsurésidu Ser2808 peut augmenter la
probabilité d’ouverture du RyR2 (Maet al, 2000) et ainsi contribuer a une acceleration de
la phase ascendante de la transitoire calcique hifaset al, 1992). Toutefois, cette
phosphorylation induit aussi une dissociation deEK&8BP 12.6. de ce canal, ce qui entraine
une destabilisation du RyR2 et la libération spoééade Cd du RS vers le cytoplasme
(Chakrabortiet al, 2007; Petroviet al, 2008). La PKA est liée au RyR2 en N-terminal lpar
protéine d’ancrage mAKAP (muscle AKAP) qui assugalément une interaction étroite avec
la phosphodiestérase de type 4D3 ou PDE4D3 (Dastgal, 2001). Les niveaux de
phosphorylation du RyR2 sont modulés par les phatsgglks de type 1 (PP1) et 2A (PP2A),
qui sont liées au niveau de la région N-terminafmsolique du canal par leurs protéines
d’ancrage respectives, la spinophiline et la PRL&@nart, 2007).

CaMKIl

- —

o ~ __/csa

= o

Figure 18 : lllustration schématique du récepteur @ la ryanodine et du complexe
macromoléculaire. (A) L'assemblage des quatre sous-unités identiqueseféentomplexe
du RyR2, comprenant un large « pied » cytoplasmigueine région transmembranaire
constituant le pore du canal pour le passage dé@as le cytosol(B) Une sous-unité du
RyR2 présente des domaines d’interaction avec rdiffés protéines et une région C-
terminale transmembranaire, incluant la structuréoeucle responsable de la sélectivité du
pore. La liaison de la calmoduline (CaM) et dedéstabine 2 (ou FKBP 12.6) implique des
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résidus d’acides aminés spécifiques. Les motifs pdZmettent la liaison du récepteur avec
des protéines d’ancrage : la spinolipine (Spin@)PR130 et la mAKAP. Spino et PR130
ancrent respectivement les phosphatases PP1 et, RR28 que la mAKAP est capable de
lier la PKA et la PDE4D3. Le RyR2 est phosphorydé BKA et CaMKIl sur 2 sites différents

(Ser2808 pour PKA et Ser2814 pour CaMKII). Les @irmts triadin et junctin présentent
chacune un domaine transmembranaire, et interagissec le RyR2 et la calséquestrine
(CSQ), qui lie le C& luminal et contribue & la modulation du canal.j&s (Lehnart, 2007).

» Le phopholamban (PLB) est impliqué dans la régoatie la pompe calcique ATPasique
(SERCA2a, isoforme cardiaque) et donc dans legesule Cd au niveau du RS. En effet, la
SERCAZ2a assure le transport actif d&’Geers la lumiére du RS & raison de 2 ioné*@ar
molécules d’ATP hydrolysée ce qui conduit & la diation des concentrations de Ca
cytosolique. L’'activité de la pompe SERCA2a estadfune importance cruciale dans la
cinétique de relaxation et la tension de repos dsahe cardiaque, mais c’est également un
déterminant majeur de la charge erf'Giu RS. Cette concentration Calans la lumiére du
RS détermine le gradient de Caxistant avec le cytoplasme, et donc I'amplitucea
transitoire C&'". L’activité de la SERCAZ2a est régulée par la phosplation du PLB (Koss

& Kranias, 1996) qui lui est associé au niveaualenembrane du RS longitudinal. Le PLB
est un homopentameére qui présente un domaine tesnisranaire organisé en héliaeavec

un motif de type leucine zipper assurant la stg&bdu complexe, et un domaine N-terminal
cytoplasmique contenant le site de phosphorylapoor la PKA (Serl6). Lorsqu’il est
déphosphorylé, le PLB se lie au domaine cytoplasmide SERCA2a et inhibe son activité.
L’inhibition est levée lorsque le PLB est phosphérpar la PKA. Ceci se traduit par une
augmentation de la sensibilité de I'ATPase pouC#" et de son recaptage dans le RS,

induisant une accélération de la relaxation du heusardiaque (Rapundalo, 1998).

* La PKA joue un réle important dans la régulatiorunobormonale de la sensibilité des
myofilaments au Ca. La phosphorylation de la Tnl en N-terminal paPKA au niveau des
résidus Ser22 et 23 chez la souris et Ser23 eh&z thomme, provoque une diminution de
Iaffinité de la TnC pour le C3 et une accélération de la cinétique d’attachement-
détachement des ponts actomyosines, responsabéecidération de la vitesse de relaxation
(lusitropisme) et donc de la diminution de la duléecontraction lors d’'une stimulati@rAR
(Laylandet al, 2005).

La MyBP-C posseéde en région N-terminale trois s{&er273, 282 et 302) potentiels de
phosphorylation par la PKA et d’autres kinaseddsetiue la CaMKIl et la PKC). La Ser282
doit étre phosphorylée par la PKA ou la CaMKII pgue les Ser282 et 302 soient a leur tour
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phosphorylées par la PKA. La phosphorylation de My®B par la PKA n’influence pas
directement la sensibilité¢ des myofilaments ad*G8adayappaet al, 2009), mais elle est
directement impliquée dans l'interaction entrefienents fins d’actine et les filaments épais
de myosine, dans le développement de la force na&ipt dans la régulation de la cinétique
d’attachement-détachement des ponts actomyosinasef({@ld & Sadayappan, 2010). Le
degré de phosphorylation de la MyBP-C semble dimecodrrélé avec la vitesse de relaxation
et de cyclage des ponts actine-myosine possibleareptovoquant le déplacement de la téte
de myosine vers les filaments fins (Winegrad, 1999)

Il a été montré que la PKA phosphoryle I'élémenBNf la titine, ce qui diminue la rigidité

cellulaire et augmente la compliance du cceur e(@eanzier & Labeit, 2004).
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3.2.Régulation de I'expression génique

La PKA peut réguler I'expression génique par I'mtédiaire de nombreuses protéines
nucléaires dont les plus étudiées au niveau du somirles facteurs de transcription de la
famille CREB (CREB, CREM et ATF-1) (Montminy, 1997)rés récemment, il a été montré
que la PKA pouvait aussi agir par I'intermédiaiee @krtaines histones déacétylases de classe
Il (HDAC) (Ha et al, 2010; Backst al, 2011).

» La protéine CREB (CAMP response element-binding)isea la séquence CRE (CAMP
response element) ou élément de réponse a I'AMBc,egt présente sur la séquence
promotrice des genes dont la transcription estiiadpar 'AMPc. Cette séquence a été
identifiée, en 1986 par Montminy, sur le promotdurgene de la somatostatine (Montmaty
al., 1986). L'élément CRE est un palindrome de 8gsaite bases « TGACGTCA » qui est
tres conservé dans lI'ensemble des séquences pioasottes genes régulés par I'AMPC.
Certains géenes présentent toutefois un demi mGBTCA) moins actif, ce qui réduit leur
capacité a étre induits par la voie de TAMPc (M&Montminy, 2001).

CREB appartient a la famille des facteurs de trnapison a domaine bZIP (basic region,
leucine zipper), de méme que CREM (cAMP resporseeht-binding modulator) et ATF-1
(Activating transcription factor-1jFigure 19). Situé dans la région C-terminale, le domaine
bZIP de ces protéines est constitué d’'un domaine(l&3ic domain) riche en lysine et en
arginine qui lie 'ADN ; et d’'un domaine LZ (Leu@nZipper) riche en leucines qui possede
une structure hélicoidale importante pour la dis&#in de la protéine. Le domaine
transactivateur N-terminal contient 2 domaines eiclen glutamine, Q1 et Q2, de part et
d’autre d’'un domaine central KID (Kinase InductiblBomain) qui possede le site de
phosphorylation de la PKA (Serl33 pour CREB et $éndour CREM). Les domaines Q1 et
Q2 pourraient servir comme domaine d’interactioacales composants de la machinerie de la
transcription (De Cesare & Sassone-Corsi, 2000;rMaliontminy, 2001). Ces facteurs de
transcription sont liés a ’'ADN sous forme de digget leur activation inductible se traduit
par la phosphorylation du domaine KID par la PKA particulier pour CREB, sur la Serl133.
Cette phosphorylation permet I'interaction du dameaklD phosphorylé avec des cofacteurs
comme CBP (CREB Binding Protein) ou p300 qui vartivar la transcription génique via le
recrutement du complexe RNA polymérase Il (Montmid@97; Danielet al, 1998).
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D’autres kinases peuvent phosphoryler CREB suetd &, comme CaMKII, CaMKIV, PKC
et AKT.

Domaine Transactivateur Liaison a I'ADN/
dimérisation
| I o
bZip
Q1 KID Q2 BD LZ

NI_:-III—C

Ser133 CREB
Ser117 CREM

Figure 19 : Structure des facteurs de transcriptionCREB et CREM. Les deux domaines
riches en glutamine (Q1 et Q2) entourent le domddtie (Kinase Inductible Domain)
contenant les sites de phosphorylation de la PKa&ASerl133 pour CREB et la Serll17 pour
CREM. La phosphorylation de ces sérines par la Riktive CREB et CREM et permet leur
association avec le coactivateur CBP. D’'apres (Bgage & Sassone-Corsi, 2000).

L’effet maximum de la phosphorylation de CREB maPKA sur la transcription est observé
environ 20 a 30 minutes aprés la stimulation deCIAMontminy, 1997). Cette
phosphorylation relativement lente de CREB estigupke par la translocation de la sous-
unité catalytique libre de la PKA du cytoplasmesviernoyau. En effet, suite & une activation
de I'AC, 'AMPc active la PKA dans le cytoplasméydre la sous-unité catalytique qui entre
dans le noyau par un phénomene de diffusion pagbigeire 20A) (Harootunianet al,
1993). De plus la transcription des génes ayant ségence CRE dépend du taux de
phosphorylation de CREB, qui est corrélé a l'adiora de la PKA dans le cytoplasme.
Lorsque la PKA est faiblement activée, trés pesales-unités catalytiques vont diffuser dans
le noyau et au final le signal AMPc ne produiraltaueffet sur la transcription (Hagiwaea
al., 1993). La régulation génique par la voie AMPc/PH&pend donc de la quantité et de la
vitesse de diffusion de la sous-unité catalytigoeeldans le noyau. Aprés 20-30 minutes, et
sous stimulation continue de la voie AMPc, la rémontranscriptionnelle s’atténue
progressivement sous l'effet de la dephosphorylatte CREB par la phosphatase 1 ou la
phosphatase 2A et de I'induction du répresseur ICERBure 20B) (Mayr & Montminy,
2001).
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Figure 20 : Modele de I'activation de CREB par la wie AMPc/PKA

(A) La liaison d’un agoniste a son récepteur couplésa@ive la synthese d’AMPc par les
AC. L'AMPc se fixe sur les sous-unités régulatrickesla PKA et provoque la dissociation
des sous-unités catalytiques qui vont diffuser dansoyau ou elles phosphorylent CREB
provoguant son association avec CHEB) Cinétique d’activation de la transcription par
CREB sous stimulation de la voie AMPc. D’apres (M&yMontminy, 2001).

« CREM est une autre protéine qui, comme son nonditjie, module l'activité de la
transcription CRE dépendante. Elle partage unddrés homologie de séquence avec CREB,
surtout au niveau du domaine transactivateur KlBsentant la Serll7 comme site de
phosphorylation pour la PKA. Initialement 11 isofmms de CREM, obtenues par épissage
alternatif a partir du méme géene, ont été idem#i€S-CREM, ICER, CREM; CREM4$,
CREM+y, CREM<, CREM<;, CREM<, CREM-<a, CREMAC-F, CREMAC-G) (Walkeret

al., 1994). Ces isoformes se différencient principa&etpar la présence ou pas des domaines
riches en glutamines Q1 et Q2, ce qui leur confiéie fonction d’activateur ou de répresseur
de la transcritption CRE dépendante. En effet seglsariants de CREM-qui contiennent

les domaines Q1 et Q2, agissent comme CREB eteattkélément CRE permettant la
stimulation de I'expression génique. Le reste deformes sont des répresseurs de CREB et
de la transcription des genes contenant la séquégcéatrice CRE. En effet, ces isoformes
de CREM se fixent a I'élément CRE en homodiméregmhétérodimeres avec une protéine
CREB, empéchant ainsi I'activation transcriptiommgFoulkeset al, 1991; Foulkest al,
1992; Shaywitz & Greenberg, 1999). Une nouvellefosne nommée CREM-IC-X
agissant comme répresseur de la transcription GipErdlante, a été identifiée dans le coeur
humain (Mulleret al, 1998). L'implication des facteurs de transcriptiGREB et CREM
dans les processus hypertrophiques et I'insuffsaacdiaque sera abordé dans le paragraphe
3.4.
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» L’acétylation/déacétylation des histones par lestydases (HAT) et les déacétylases
(HDAC) gouverne I'état de compaction de la chromatet joue un role crucial lors de la
régulation de différents processus cellulaires @ilaindet al, 2009). Il existe 4 classes de
HDAC (I, lla, lIb et 1ll) dans les cellules des manifieres. Au niveau cardiaque les HDAC de
classe | et lla jouent des roles opposés dansgisation de I'hypertrophie cardiaque. Les
HDAC de classe | sont impliquées dans le procegsudypertrophique alors que les HDAC
de classe lla répriment I'expression des génesrdgrgmme hypertrophique en inhibant les
facteurs de transcription MEF2 (myocyte-enhancetofa2), NFAT ou GATA4 (Kee &
Kook, 2011). La classe lla comprend 4 isoformes Al@@, HDAC5, HDAC7 et HDAC9)
qui présentent une structure commune avec unerrégialytique en C-terminal et une région
régulatrice en N-terminal qui interagit avec lestéars de transcription, les coactivateurs et
les corépresseurs (Verda al, 2003; Haberlanét al, 2009). Ce domaine régulateur contient
des résidus Sérine conservés qui suite a leur pboggtion par certaines kinases comme la
CaMKIl, la PKD ou la PKC, se fixent a la protéinkaperonne 14-3-3. Dans ce cas, la
protéine HDAC phosphorylée est exportée du noyas ke cytoplasme, ce qui entraine la
levée d’'inhibition sur le facteur de transcriptien I'activation de I'expression de genes
prohypertrophiques (Vegat al, 2004; Backset al, 2006). Des études trés récentes ont
identifie HDAC4 et HDAC5 comme des nouvelles cibtis la PKA dans les noyaux de
myocytes cardiaques et ont montré que la PKA pégtler négativement les genes du
programme hypertrophique cardiaque @lal, 2010; Backset al, 2011). HDAC4 constitue
une cible commune de la CaMKII et de la PKA. Sagpiorylation par la CaMKII favorise
son accumulation dans le compartiment cytoplasmice€ui entraine I'activation du facteur
de transcription MEF2 et la transcription. En resta) la PKA se fixe d’abord sur HDACA4,
puis déclenche un clivage protéolytique du domaégulateur N-terminal. Le produit de
clivage, HDAC4-NT, se fixe alors au facteur de s@iption MEF2, réprimant ainsi
I'expression des genes de I'hypertrophie (Bastkal, 2011).

La phosphorylation de HDACS par la PKA au niveadad8er280, empéche la protéine 14-3-
3 de se lier au niveau des Ser259 et 489 phospearylar la CaMK ou la PKD. Cette action
favorise la rétention de HDAC5 dans le noyau et saeraction avec le facteur de
transcription MEF2, inhibant son activité (ldaal, 2010).

Cependant, une étude tres récente réalisée auunteaardiomyocytes de rat adulte, a
montré qu’une stimulation des récepteurs de I'edmélote 1 ou de$;-AR par I'lso favorise
I'export de HDAC5 en dehors du noyau et augmenrdetiVité de MEF2. La voie des
récepteurs de I'endothéline 1 implique la phosplatign de HDACS par la PKD, alors que
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celle desP;-AR implique un mécanisme d’oxydation et non de ggiwrylation PKA ou
CaMKII dépendante (Hawortét al, 2012).

3.3.Autres cibles de la PKA

Il existe une telle multitude de cibles de la PK&ilgserait tres difficile d’en faire une liste
exhaustive. Outre les protéines du couplage eiaitaiontraction et les facteurs de
transcription, la PKA régule I'activité d’autresn@ax ioniqgues comme les canaux potassiques
lents (ks), qui jouent un réle majeur dans la repolarisatdarpotentiel d’action cardiaque lors
d’une stimulatiorn-adrénergique (Maret al, 2002). Certains canaux chlore sont également
régulés par une phosphorylation PKA dépendantephasphorylation par la PKA semble
aussi augmenter |'activité des canaux sodiques &édhangeur NaCa* (Rapundalo, 1998).

La pompe sarcolemmale NK*, essentielle pour le maintien de ’homéostasiagios, est
également régulée lors de stimulati@radrénergique. En effet, la phosphorylation du
phospholemman, qui est a la'M& ATPase ce que le PLB est a la SERCA2, conduitea un
activation de la pompe en augmentant la sensilitéa pompe pour le Nantracellulaire
(Shattock, 2009; Haet al, 2010).

La PKA régule aussi des enzymes impliqguées damséi@mbolisme énergétique cardiaque,
dont la phosphorylase kinase (Brunteh al, 1979) qui joue un role critigue dans le
métabolisme cellulaire du glycogéne. Une fois phosgée, I'enzyme devient active et
catalyse I'hydrolyse du glycogene qui constitue woerce d’énergie importante pour la
contraction (Rapundalo, 1998).

L’état de phosphorylation des protéines dépendadéiité des kinases et des phosphatases.
Ces phosphatases sont elles-mémes sous le catitndiibiteurs de phosphatases endogenes,
dont I'un est une cible importante de la PKA damsdeur. Il s’agit de l'inhibiteur-1 (I-1) de

la phosphatase de type 1 (Ahmeidal, 1989; Neumanret al, 1991; El-Armoucheet al,
2003). La structure, la répartition subcellulaieg, le role des différentes familles de
phosphatases sur la fonction cardiaque sera @étaiins le chapitre suivant.

3.4.R0éle de la PKA dans I'hypertrophie et I'insuffisan@ cardiaque

L’hypertrophie cardiaque est une réponse adaptativant laquelle le cceur augmente sa
masse et modifie sa composition protéique afin ghiaenter le débit cardiaque lors d’'une
défaillance du muscle ou en réponse a une augrimnti la précharge ou de la postcharge

dans les conditions physiologiques ou pathologig(f®synghedauw, 1999; Heineke &
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Molkentin, 2006). Deux stimuli majeurs induiserttylpertrophie cardiaque : I'activation des
systémes neurohormonaux, essentiellement par lk&shodamines et le systéme rénine-
angiotensine-aldostérone, et I'étirement du museaiaque suite a 'augmentation de la
pression ou du volume de sang dans le ventricuberethodelage est caractérisé par une
augmentation de la synthese protéique, et paréssgion différentielle d’un certain nombre
de genes dont certains sont normalement exprimétade fcetal. Lorsque les contraintes sont
excessives, une transition graduelle de I'hypehi®gompensatrice vers une insuffisance
cardiaque (IC) décompensée a lieu (Feldmearal, 1993). Dans ce cas, le cceur devient
incapable d’assurer sa fonction de pompe et deesubvaux besoins de l'organisme en
oxygéne et en nutriments aussi bien au repos gamdiexercice. L'IC se caractérise par un
dysfonctionnement de la fonction contractile du coet par I'apparition de plusieurs
symptémes tels que la fatigue, la dyspnée, I'effiugileurale, I'ascite, etc (Lipst al, 2003).
Elle peut étre également le résultat final de pluis cardiomyopathies, hypertrophiques et
dilatées, dues a des mutations survenant au nidesgenes codant pour les protéines des
sarcoméres ou des cytosquelettes (Towbin & Bowk&¥)2; Olson, 2004). De plus, Il
semblerait qu’au fur et a mesure de la progressmia pathologie, 'apoptose ainsi que la

fibrose cellulaire augmentent (Direg al, 2000; Lipset al, 2003).

L’augmentation des taux de catécholamines, de ibdegsine I, de I'endothéline 1, des
facteurs de croissance et des cytokines entraiaiviation de plusieurs cascades de
signalisation impliquées dans I'hypertrophie cagd& et la progression vers I'lC. Les
récepteurs couplés aux protéines Gg comme les tedaepAT, de I'angiotensine Il, de
I'endothéline 1 et les récepteursadrénergiques constituent une voie majeure ddatguo

de I'hypertrophie cardiaque (Kehat & Molkentin, B)1Dans cette partie je me limiterai a
décrire brievement I'effet d’'une augmentation clqoe des catécholamines sur la vfie
adrénergique/AMPc et le réle de la PKA dans I'hyqugrhie et I'IC.

Alors qu’une stimulation aigué du systeme nerveymmathique est bénéfique pour la
fonction cardiaque, une stimulation chronique en&rain remodelage pathologique du cceur
accompagné par un profond remaniement des primsigalmposantes de la voie de 'AMPc
(Movsesian & Bristow, 2005). Plusieurs études oris mn évidence, par des dosages
biochimiques sur du tissu cardiague broyé, une miition de la quantité d’AMPc totale
(Yoshidaet al, 2001; Osadchiet al, 2005). Cette diminution est la conséquence aatittns

survenues au niveau de la synthése de ce secorsdgresEn effet, 'augmentation du taux
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des catécholamines survenant au cours de I'hypditoet de I'IC entraine une « down
regulation » de la signalisatighAR (Chevalieret al, 1989; Bohmet al, 1997; Lohseet al,
2003). La diminution de l'effet inotrope positif da stimulationp-AR au cours de ces
processus pathologiques a été attribuée a la dimmde la densité des récepteprsAR et a
'augmentation de l'activité des protéines kinageRK2 entrainant une désensibilisation
accrue des réceptelpsAR (Bristow et al, 1986; Moalicet al, 1993; Rockmart al, 2002;
Williams et al, 2004). En revanche, la densité des réceptBwH&R reste inchangée
(Moniotte et al, 2001; Lohseet al, 2003). Bien que les récepteufs-AR soient
sélectivement diminués, il a été reporté que legas de récepteurfifAR et -AR) sont
découplés des protéinessiddNaga Prasa@t al, 2001; Barki-Harringtoret al, 2004). De
plus, I'expression de la protéing €3t augmentée au cours de I'hypertrophie et dedtl€on
couplage aux récepteufis-AR et B3-AR induit un effet inotrope négatif (Moniottet al,
2001; Naga Prasaet al, 2001; Xiaoet al, 2003; Lohseet al, 2003). Il a été aussi mis en
évidence que l'activité basale et stimulée de I'&i@si que de la réponse a la forskoline sont
diminuées dans les tissus ventriculaires isoléxdass hypertrophiés et IC (Chevakeral,
1989; Ishikaweet al, 1994; Schottert al, 2000). Ceci a été attribué a une augmentation de
I'expression de Get/ou a un découplage de I'enzyme dg(leldman & Bristow, 1990; Rau
et al, 2003; Osadchii, 2007).

Toutefois, des études réalisées chez 'THomme npastmontré de différence de taux d’AMPc
et d’activité PKA globale entre des cceurs IC et dae=urs normaux (Bohrat al, 1994;
Zakharyet al, 1999). En revanche, I'expression des sous-uréigslatrices de la PKA, RI et
RII diminuent dans I'lC (Zakhargt al, 1999). De plus, la phosphorylation basale deiss
unité RIl est diminuée en IC chez 'Homme. Ceci BEmentrainer une diminution de
I'interaction entre la RIl et TAKAP-100 (mMAKAP) duwserait a I'origine d’'une perturbation
dans l'adressage de la PKA. Ainsi, la quantité gdegs-unités RIl et C serait diminuée
localement conduisant & une diminution de la phogpétion des substrats de la PKA
(Zakharyet al, 2000).

Cependant, une stimulation chronique par infusibsogrénaline chez le rat semble étre
associée a une augmentation de l'activité de la RP®&s#adchii, 2007). De plus, les souris
transgéniques surexprimant la sous-unité catalgtigix) de la PKA sous le contrbéle d'un
promoteur a-MHC (a-myosin heavy chain), développent une cardiomyadgattilatée,
accompagneée d’'une diminution de la contractilitédieaue, d’arythmies, d’cedeme, et une
susceptibilité a la mort subite ; et montrent éguiet une hyperphosphorylation des protéines
RyR2 et PLB (Antost al, 2001). Cette étude suggéere que la PKA contribaerhent aux
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effets déléteres d'une stimulation chronique desepteurs B-AR; et ce via une
phosphorylation excessive de ses substrats (coraniylR2) favorisant le développement
d’'une cardiomyopathie dilatée et de I'lC. Ceci@stcohérence avec les études réalisées chez
I’'Homme qui montrent que la phosphorylation du Ry augmentée dans I'lC (Magx al,
2000). Cette hyperphosphorylation augmente la fitittead’ouverture des RyR2 et conduit &
une fuite calcigue du RS et a une augmentation alciuen diastolique. Ce mécanisme
contribue aux altérations de la signalisation calei et au développement des arythmies
(Markset al, 2002; Reikeret al, 2003).

La PKA exerce également des effets a long termeégulant I'expression génique via les
facteurs de transcription de la famille CREB (CREEREM et ICER), qui semblent étre
impliqués dans la régulation des genes du programypertrophique et dans les effets
déléteres d’'une sur-activation de la v@iAR (Fentzkeet al, 1998; Tomitaet al, 2003;
Muller et al, 2005; Lewinet al, 2009).

L’équipe de Sadoshima a montré que le répressansdriptionnel ICER (Inducible cAMP
early repressor), dont I'expression est induite [p&@MPc, joue un rdle important dans la
régulation de I'hypertrophie cardiaque et de I'apsp. En effet, la surexpression de ICER
dans des myocytes ventriculaires de rat attenugpdtrophie cardiaque induite par I'lso
d’'une part, et stimule 'apoptose des cardiomyacyea diminuant I'expression de Bcl-2
(protéine antiapoptotique) d'autre part. Ceci sugggie ICER est un régulateur négatif de
I'hypertrophie cardiaque et un médiateur positif’dpoptose (Tomitat al, 2003).

Une étude réalisée sur des souris double tranaggsigxprimant les réceptelisAR et
invalidées pour le géne de CRENKIrén”), montre que l'inactivation de CREM protége les
cardiomyocytes de I'hypertrophie, de la fibrosedetla dysfonction ventriculaire gauche,
préalablement développées par les souris exprifearft;-AR (Lewin et al, 2009). Ceci
suggere que CREM est un régulateur positif de Enypphie induite par l'activation
chronique des réceptelisAR et que ce facteur de transcription est égalémegpliqué dans
les voies régulant la fibrose cardiaque. Ceci ast@érence avec les résultats de travaux
antérieurs réalisés sur les souris transgéniquesxqriment I'isoforme CREM-IAC-X,
identifiée comme répresseur de la transcriptiordiéeé par CRE chez 'Homme et qui
développent une hypertrophie des myocytes venaiiad (Mulleret al, 1998; Mulleret al,
2005), alors que les soudseni” montrent une morphologie cardiaque normale enitiond
basales (Isodat al, 2003; Mulleret al, 2003).
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De nombreuses études ont suggéré que le factararseription CREB, la cible de la PKA la
mieux caractérisée dans le noyau, pourrait étrerdgulateur important de I'expression
génique dans le cardiomyocyte (Goldspink & Russ€lB4; Mulleret al, 1995a; Mulleret

al., 1995b). Le r6le de CREB vivo a été par la suite étudié grace a la realisateorailiris
transgéniques surexprimant un dominant négatif RER'*® (mutation de la Ser133 en
Ala133) sous le contréle d’un promoteutMHC (Fentzkeet al, 1998). Ces souris présentent
des signes d'IC. Elles développent une cardiomyopatilatée sévere et progressive
accompagnée d'une dilatation cardiaque, une dinonusignificative de la fonction
ventriculaire gauche systoligue et diastolique, wmngestion hépatique, un cedeme
périphérigue et une thrombose intracardiague. s, pes souris meurent prématurément
comme les patients atteints d’une cardiomyopattiigpathique. Il a été également montré
que la phosphorylation de CREB exerce un effetamptotique (Mehrhoét al, 2001). Ces
travaux suggérent donc que CREB joue un role drdeias la régulation transcriptionnelle de
la fonction cardiaque et que la phosphorylationGiIREB a un effet bénéfique. Cependant,
une étude plus récente a développé des sourisetdfis pour le géne de CREBrébl”
MHCC™® qui ne présentent pas de phénotype cardiaquieyit. Ces souris sont viables et ne
montrent de changement ni au niveau de leur fometémtriculaire gauche (évalu@evivo en
condition basale et/ou aprés stimulation a I'lsg)au niveau de I'expression des protéines
régulatrices de la contraction cardiaque (Maaisal, 2007). Contrairement a I'étude
précédente, ces travaux montrent que CREB n’estegasntiel pour le maintien de la
fonction cardiague. Cette divergence de résultatg ptre expliquée par la différence des
approches utilisées pour l'inactivation de CREBagproche du dominant négatif augmente
I'expression de CREB*® muté qui entre en compétition aussi bien avec CRE8ogéne
gu’'avec les autres membres de la famille CREB/CREWI/L, pour la liaison aux sites CRE
(Matuset al, 2007). L’ensemble de ces études suggerent goiéine CREM joue un rdle
plus important que CREB dans la régulation de fection cardiaque. Toutefois, une étude
d’électrophysiologie trés récente révéle que lesirisoCreb?™M"Cc™® présentent un
allongement du potentiel d’action liée a la dimioot du courant potassique transitoire
sortant, 4 (Schulteet al, 2012). Ce phénotype est intéressant car la dimmul’l, est
caractéristique du remodelage ionique survenans tamyocarde hypertrophié (Gomet
al., 1997).

Des études trés récentes ont montré que la PKA mgguier négativement les genes du

programme hypertrophique cardiaque en favorisandtiention des HDAC4 et HDACS dans
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le noyau et leur interaction avec le facteur dedcaption MEF2, réprimant ainsi I'expression
des génes du programme hypertrophiquedt, 2010; Backst al, 2011).

I\VV. Déphosphorylation des cibles de la PKA

Les phosphatases qui déphosphorylent les protaines/eau des résidus Sérine et Thréonine
sont classées en trois grandes familles sur lad@$sur séquence, de leur structure et de leur
mécanisme catalytique : les « phosphoprotein plaiapbs » (PPP), les « metal-dependent
phosphatases » (PPM) et les « aspartate-based hattasgs » (DxDxT) (Shi, 2009). La
famille des PPP comprend plusieurs membres : PP2APPP2B, PP4, PP5, PP6 et PP7
(Figure 21). La PP1 correspond a I'enzyme capable de catalggsgéphosphorylation de la
phosphorylase kinase préalablement phosphorylé&a KA, purifiée pour la premiére fois
par I'équipe de Philip Cohen dans les années 1@thdn, 1994). Elle est définie par sa
sensibilité & des protéines inhibitrices endogétiesjbiteur-1 (I-1) et l'inhibiteur-2 (1-2) et
par la déphosphorylation préférentielle de la samige B de la phosphorylase kinase. A
l'inverse, les phosphatases de type 2 ne sont phtbées par -1 ou par -2 et
déphosphorylent préférentiellement la sous-unitéde la phosphorylase kinase. Les
phosphatases de type 2 sont subdivisées en PP2& etPPPP2C. L’'activité de PP2B est
régulée par le complexe €&Calmoduline et correspond & la phosphatase caldire
L’activité de la PP2C est dépendante du magnésturetie phosphatase présente une faible
homologie de séquence avec les protéines PP1, BPPR2B. Elle appartient a la famille
des PPM.

axhe, - S2XVORG aHe, HGG
— 1l I 1= ReH
-PP2A T 1T 11 309
—prP4[ T RN 1 [ 1T T ]sor
—pPr6[ KT HN T T T T]30s
—PP1 T T 1 1 330
| e BBH CBD A
-PP2B [ LLL 1 1 | W 521
(Calcineurin)
PPP — TPR domair o
- PP5 | ' LT 1 [ 1 | 499
prr[1 N WNE T 1 11T | 413
Catalytic core domain

Figure 21 : Structure schématique des différentes e®/Thr phosphatases appartenant
aux familles PPP (phosphoprotein phosphatasesl.es domaines catalytiques de chaque
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protéine sont indiqués en dessous du diagramnas sgéquences signatures sont indiquées au
dessus du diagramme. Les résidus permettant l&ofixalu métal et du phosphate sont
représentés en rouge et bleu, respectivement. degides catalytiques des membres de la
famille PPP, sont caractérisés par 3 séquenceatsigs (GDxHG, GDxVDRG, and GNHE).
BBH: CNB-binding helix ; CBD: Ca2+-calmodulin-bindy motif ; Al autoinhibitory
sequence ; TPR: tetratricopeptide repeat. Toutepretéines sont issues Hemo sapiens,
sauf pouPP7 (de la plantArabidopsis thalianp D’apres (Shi, 2009).

Les principales phosphatases cardiaques appamiednéa famille des PPP. Sur le plan
structural les membres de cette famille sont gémdent des protéines multimériques
composées d’'une sous-unité catalytique associé® @w plusieurs sous-unités accessoires.
Cette combinatoire leur confére la spécificité eéaves substrats et permet la régulation de
I'activité enzymatique ainsi que le contréle dddealisation subcellulaire de I'’holoenzyme.
Contrairement aux PPP, les protéines de la farRit® sont monomériques et ne possedent
pas de sous-unités régulatrices mais des domainegseséquences a motifs conservés
impliqués dans la reconnaissance spécifique dutrstib$ierzig & Neumann, 2000; Shi,
2009).

Parmi les phosphatases de la famille des PPP, Hesppatases PP1, PP2A, PP2B sont
majoritaires et sont impliqguées dans la régulatide la contraction cardiaque, de
I'hypertrophie et de l'insuffisance cardiaque (CAOWE1989; MacDougallet al, 1991,
Depaoli-Roachet al, 1994; Champion, 2005). Dans cette partie je ptésai donc la
structure et la régulation de ces Sérine/Thréomihesphatases majeures ainsi que leur

répartition subcellulaire et leur effet sur la foan cardiaque.

1. Structure et régulation des Sérine/thréonine phospditases

1.1.Les phosphatases de type 1

La phosphatase 1 (PP1) est la mieux conservéehdsplpatases chez les eucaryotes. Il existe
3 genes différents qui codent pour 3 isoformesadsdus-unité catalytique de PP1 (BEP1
PP1/6 et PP%), avec 2 variants d’épissage pour le gene cod&iy FPPY; et PPiy)
(Herzig & Neumann, 2000). Toutes ces isoformes sbiguitaires, excepté la PRIqui est
exprimée au niveau des testicules. Ces 3 isofoonesté retrouvées dans le tissu cardiaque
humain au niveau des ventricules et des oreilleftess et al, 2000). Les sous-unités
catalytiques des PP1 n’existent pas librement thaosllule, mais s’associent avec différentes

sous-unités accessoires (sous-unités régulatrinbesoas-unités inhibitrices) présentant le
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motif conservé RVxF, et forment ainsi une multitutileoloenzymes multimériques distinctes
avec des localisations subcellulaires et des dpiesf de substrat tres différentes (Cohen,
2002; Ceulemans & Bollen, 2004; Virshup & ShenaljkZ009) Figure 22). Les sous-unités
inhibitrices incluent I-1, son homologue neurona®RPP-32, et I-2 (Oliver & Shenolikar,
1998). Ces inhibiteurs agissent généralement diaagiere indépendante des substrats en
bloquant le site actif de la sous-unité catalytigge PP1. Alors que les sous-unités
régulatrices, comme dr (glycogen binding subunit) ou MyPTs (myosin-birglisubunit),
localisent la sous-unité catalytique de PP1 a pmdgid’'un substrat donné et peuvent aussi
modifier son activité catalytique. Il est donc pbks que chaque sous-unité régulatrice
d’adressage recrute une sous-unité catalytigueeaafin de déphosphoryler un résidu Sérine
ou Thréonine d’'une protéine cible avec une fortcsjgité (Egloffet al, 1997; Ceulemans &
Bollen, 2004; Shi, 2009; Virshup & Shenolikar, 2D0B a été aussi montré que les sous-
unités régulatrices (commesB (Aschenbactet al, 2001) et inhibitrices (comme 1-2) (Grote-
Wesselset al, 2008) sont capables de stabiliser les sous-umiéslytigues de PP1 en
empéchant leur dégradation. Des processus de phrgfgiion ou de méthylation peuvent
étre réalisés au niveau de la sous-unité catalytidjea PP1 régulant ainsi son activité
enzymatique (Ceulemans & Bollen, 2004). Enfin, @uss études réalisées dans divers types
cellulaires ont montré que la PP1 est localiséesianien dans le cytoplasme que dans le
noyau (Kuretet al, 1986; Shimeet al, 1993; da Cruzt al, 1995; Andreasseet al, 1998;
Trinkle-Mulcahy et al, 2001; Cohen, 2002; Lesageé al, 2005; Moorheackt al, 2007). En
effet, de nombreuses sous-unités régulatrices de 98Rt nucléaires comme les facteurs
d’épissage et NIPP1 et PNUTs (Bollen & BeullensQ20 ou encore 'AKAP149 qui est
située sur la face interne de I'enveloppe nuclg&@teenet al, 2000). Une étude réalisée dans
des cellules HEK293 a montré qu’en s’associant €60 PP1 peut déphosphoryler CREB
et réprimer son activité (Canettiegt al, 2003). Cependant, a notre connaissance, aucune

étude n’a démontré a ce jour la présence de PRllganoyaux des cardiomyocytes.

67



GADD34 @

many
others

Figure 22 : Quelques exemples de sous-unités réguiees (en vert) et d’inhibiteurs (en
rouge) qui régulent la phosphatase ID’apres (Virshup & Shenolikar, 2009).

1.2.Les phosphatases de type 2A

De facon similaire a PP1, PP2A est une protéindim@tique formée de I'association d’'un
hétérodimere a des sous-unités régulatrices vasafohen, 1997; Herzig & Neumann,
2000). Cet hétérodimeére est forme de la sous-gaitytique de PP2A et de PR65/A qui agit
a titre de sous-unité régulatrice constante et dentfle serait celui d’'une protéine
d’échafaudage recrutant une seconde unité régqidatiiR/B, au complexe (Groves al,
1999). Ces deux sous-unités (sous-unité catalytigued) existent chacune sous deux
isoformes, nommeées et . Les deux isoformes de la sous-unité catalytiqueipnnent de
géenes distincts présentant environ 97% d’'identtBe(v-Goodallet al, 1991). Les sous-
unités régulatrices B se subdivisent en 4 fami{@¥$R55, B/PR54, B” et B). Chaque
famille est constituée de 2 a 5 isoformes codéesdliffarents genes. De méme que pour PP1,
la plupart de ces isoformes sont ubiquitaires gtdeux isoformes PP2Aet PP24 sont
exprimées dans le coeur humain (Lasal, 2000). PP2A est préférentiellement cytosolique
mais certaines isoformes sont présentes dans kun@urowskiet al, 1995; Moorheadkt

al., 2007). Il a été décrit dans les myocytes cardiacqgue la sous-unité régulatrice B56
localise la PP2A dans des compartiments subnueiappelés « speckles », ou elle est
impliquée dans la régulation de 'assemblage desptexes macromoléculaires constituant

ces organelles subnucléaires (Gigehal, 2005).

68



1.3.Les phosphatases de type 2B

La phosphatase de type 2B (PP2B), ou calcineugse,un hétérodimére composé d’une
grande sous-unité catalytiqgue A (CnA, 60 kDa) eind’ petite sous-unité régulatrice B (CnB,
19 kDa) liant la calmoduline (CaM). Ainsi, son aité est modulée par le Eantracellulaire

et la CaM. Chez les mammiferes, il existe 3 isofsrde la sous-unité CnA, (B, y) codés
par 3 genes différents et 2 génes codant pourfarimes de la sous-unité CnB (CnB1l et
CnB2). Plusieurs variant d'épissage ont été idéntifour chaque géne: CnA CnAuy,
CnAB1, CnAB, et CnA3s. Ces isoformes sont ubiquitaires avec une forpgession de Cnédy

et CnAB, dans les tissus neuronaux, alors que Cast exprimée essentiellement au niveau
des testicules (Ueket al, 1992). Au niveau cardiaque, uniquement les saoitesi CnAu,
CnAp et CnB1 sont exprimées (Uekd al, 1992; Taigeret al, 2000; Buencet al, 2002b).
Le domaine catalytique est localisé dans la rédibterminale, alors que la région C-
terminale contient un domaine Al (auto-inhibitorgnaain) qui inhibe le domaine catalytique
a I'état inactif de I'enzyme. Aprés fixation du cplexe C&'/CaM ou clivage par la protéase
Cd*-dépendante calpaine, le domaine Al se détachetelcatalytique et la calcineurine
devient active (Buenet al, 2002a; Burkarcet al, 2005). Le site de fixation du complexe
Ccd*/CaM (CBD) et de la sous-unité régulatrice CnB (BBidnt localisés au milieu de la
séquence de PP2@igure 21). Dans les myocytes cardiaques, la PP2B est retroauée
niveau du cytoplasme, du sarcolemme, des tubuleisdli noyau (Heineke & Ritter, 2012).
La mAKAP située au niveau de I'enveloppe nuclébéréa PP2B (Paret al, 2005).

2. Roéle des phosphatases dans la régulation de la foion
cardiaque

L'utilisation d’inhibiteurs a permis d’élucider i®le des différentes familles de phosphatases
dans la régulation de différents processus cetkdaiLe tableau de ligure 23 illustre les
différents inhibiteurs communément utilisés et Isélectivité pour les différentes isoformes
de PPs (Herzig & Neumann, 2000). La sélectivitécege inhibiteurs pharmacologiques est
appréciée par la valeur de [4€ (concentration inhibitrice responsable de 50% de
I'inhibition). La plupart de ces inhibiteurs sordmsélectifs des PPs et certains présentent une
faible perméabilité membranaire lorsqu’ils sonlisgs sur des cellules ou des tissus intacts. Il

est donc important de mettre au point les conditiexpérimentales d’utilisation de chaque
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inhibiteur (concentration, temps d’incubation aves cellules, température etc) (Herzig &
Neumann, 2000).

Les phosphatases PP1, PP2A, PP2B sont impliquées ldarégulation de la contraction
cardiaque, de I'hypertrophie et de I'insuffisaneediaque (MacDouga#t al, 1991; Depaoli-
Roachet al, 1994; Champion, 2005). Les phosphatases majeuieggulent I'activité des
protéines impliguées dans le couplage excitationtraotion sont la PP1 et la PP2A
(MacDougall et al, 1991; Herzig & Neumann, 2000; Kamp & Hell, 20abell et al,
2002).

PP1 PP2A PP2B PP2C PP3 PP4 PP5 PP6 PPT
Okadaic acid 270 2 3600 NI: 10,000 5 0.2 1.4-10 2 NI: 1,000
Microcystin LR 0.04-1 0.04-1 0.3 0.008 15 - NI: 100
Calyculin A 1-14 1-14 NI: 100
Cantharidin 500 40 NI: NI: NI:

30,000 1,000,000 20,000
Nodularin 1.6 0.03 8,700 NI
Tautomyein 0.2-0.7, 4 0.4, 0.7, 100,000 NI
34
Ciclosporin 100
Cypermethrin 1
Apomorphine 1,00}
Fostriecin 130-4,000 340 NI
10,000
Heparin ~10 pp/ml NI
Thyrsiferyl 4,000 NI NI NI
acetate 1,000,000 1,000,000 1,000,000

I, PP1 1-5 21,000
I, PP2A NI 4 NI NI
I, PP1 a7
I, PP2A NI 4-3
DARPP-32 1-2 NI NI NI

NI, no inhibition of phosphatase aectivity (at the concentration indicated); empty space, not measured; numbers, IC;; values in nM.

Figure 23 : Inhibiteurs pharmacologiques et endogéss des différentes Ser/Thr
phosphatasesD’aprés (Herzig & Neumann, 2000).

* Roles de PP1 et PP2A

Plusieurs études électrophysiologiques réalisaesias myocytes ventriculaires et atriaux,
ont montré que l'inhibition de PP1 et de PP2A g#ecknts inhibiteurs comme la calyculine
A (CyA) et l'acide okadaique (OA), augmentent liaité des canaux LTCC et donc le
courant calcique de type L (Heschedtral, 1988; Neumanmt al, 1993; Frace & Hartzell,
1993; Neumanret al, 1994; Dubellet al, 2002). Des études biochimiques ont mis en
évidence I'association de la PP2A a la sous-un&gl@ du LTCC (Balijepalliet al, 2006;

Xu et al, 2010). L'état de phosphorylation du LTCC ainsiegson activit¢é sont donc
controlés par les phosphatases PP1 et PP2A penmattesi une régulation dynamique et

rapide de l'activité de ces canaux. D’autres étudéalisées sur des cardiomyocytes
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ventriculaires isolés ont montré que l'inhibitioe P11 et de PP2A par 'OA induit non
seulement une augmentation du courant calciqugp#elt et de la force de contraction mais
aussi une augmentation de la phosphorylation dggtmlamban (PLB) et de la troponine |
(Heschelert al, 1988; Neumaneet al, 1993; De Arcangelist al, 2008). Il a été également
montré que la déphosphorylation du PLB au niveas disidus Serl6 et Thrl7 est
essentiellement contrélée par l'activité de la RRtacDougall et al, 1991). Une étude
récente utilisant une stratégie d’extinction deffédintes isoformes de la sous-unité
catalytique de PP1 suggere I'implication préeférdidide l'isoforme PHL (Aoyamaet al,
2011). Cette déphosphorylation entraine I'inhibiitide la SERCA2a et la diminution de la
recapture du Ca diastolique dans le RS, ce qui prolonge la dugdontraction. De plus,
une étude réalisée chez ’'Homme a montré que leani\d’expression de la PP2A est plus
élevé dans le ventricule que dans l'oreillette ek ceci est associé a une moindre
phosphorylation de la Tnl (Lusat al, 2000). Ces résultats suggerent donc que la PRL et
PP2A jouent un role important dans le contréleadeslaxation cardiaque.

Les PP1 et PP2A controlent aussi la relarguageafiep@r le RS. Comme il a été mentionné
plus haut (Chapitre Ill, paragraphe 3.1), PP1 e2A°Bont associées au RyR2 par leurs
protéines d’ancrage respectives, la spinophilinia &R130 (Lehnart, 2007). Il a été montre
que la PP1 déphosphoryle ce canal au niveau desrdsidus Ser2808 et Ser2814 (sites
respectifs de phosphorylation pour la PKA et la ®aly] alors que la PP2A est impliquée
uniquement dans la déphosphorylation de la Ser@8uike & Bers, 2008). De plus, I'équipe
de Marks a mis en évidence l'association du congpl@AKAP-PKA-FKBP12.6-PP1-PP2A
au RyR2 et a montré qu’en IC, les quantités de &Rle PP2A immunoprécipitées avec le
RyR2 sont diminuées. Ce résultat expliguerait, ainsen partie, pourquoi ce canal est
hyperphosphorylé en IC (Margt al, 2000). Cette diminution au RyR2 ne refléte pas la
variation globale de PP1 et PP2A, puisque plusiétudes indiquent que celles-ci sont au
contraire augmentées au cours de I'IC (Neunmetral, 1997; Reikeret al, 2003; Yamadat

al., 2006; Bristonet al, 2011). Chez la souris, la surexpression cardiatpse sous-unités
catalytiqgues de PP1 et PP2A entraine une altéraiola fonction cardiaque, accompagnée
d’'une hypertrophie et d’une dilatation du coeurr(@ al, 2002; Gerget al, 2004).

La phosphatase 1 est elle-méme sous le controfeinlubiteur endogene, l'inhibiteur-1 (I-1).

I-1 est une protéine de 171 acides aminés qui>gsineée dans de nombreux tissus des
mammiféres, dont le cceur et les cardiomyocytes @yeal, 1988; Neumanret al, 1991).
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Cette protéine constitue un amplificateur des msge PKA dépendants puisqu’elle est
activée lorsqu’elle est phosphorylée par la PKAnareau de la Thr35 et va alors inhiber
spécifiguement la PP1 (Ahmad al, 1989; Neumanet al, 1991; EI-Armouchet al, 2003).
L’utilisation de souris invalidées pour le geneldeou surexprimant I-1 a permis d’étudier
son role dans le cceur (Wittkoppet al, 2011; Kranias & Hajjar, 2012). Les souris
déficientes pour I-1 présentent une fonction cauaiabasale diminuée et une diminution des
réponsesp-adrénergiques associées a une augmentation devittaode la PP1 et une
diminution de la phosphorylation du PLB (Catral, 2002). A l'inverse, la surexpression de
I-1 sauvage ou de formes tronquées constitutivemetintes dans des myocytes cardiagnes
vitro ou dans le cceur de souris transgénidguiesvo entraine une amplification des réponses
B-adrénergiques associée a l'augmentation de lapplogation du PLB(EI-Armoucheet

al., 2003; Pathalet al, 2005; Wittkopperet al, 2010) Toutefois la surexpression de I-1 au
niveau cardiaque chez la souris adulte est aussic#® a une augmentation de la
susceptibilité aux arythmies ventriculaires sousesst catécholaminergique, et au
développement d’une cardiomyopathie dilatée lordgsisouris viellissent (Wittkbppet al,
2010). Ainsi, la déregulation de l'activité de Pé&dns le cceur, que ce soit son augmentation
par surexpression de la sous-unité catalytique avuishibition par surexpression de I-1,

entraine, a terme, une détérioration profonde denletion cardiaque.

 ROole de PP2B
La PP2B ou calcineurine joue un réle direct dansdéeeloppement de I'hypertrophie
cardiaque et son activité est augmentée en IC @tat, 2001; Ritteret al, 2002; Wilkinset
al., 2004). Sa principale cible est le facteur de dcaption NFAT qui a I'état inactif, est
localisé dans le cytoplasme sous une forme hypsgtwylée. L'activation de la
calcineurine par le complexe €&aM permet la déphosphorylation de NFAT et sa
translocation dans le noyau, activant ainsi la draption de genes impligués dans le
processus hypertrophique. La surexpression deussoité catalytique CnA constitutivement
active ACnA) ou de NFATc4 dans des myocytes cardiaquesuiéssnouveau-nés induit une
forte hypertrophie cardiaque (Molkent al, 1998). Tres recemment, il a été démontré que
la surexpression d&CnA chez la souris adulte conduit également a one hypertrophie
concentrigue, qui précéde le développement de $fodgtion cardiague (Heineke & Ruitter,
2012). De facon intéressante, les pools de caldmguésents au niveau de la membrane
plasmique et au niveau nucléaire semblent particpkactivation de la voie NFAT et a la

transcription des genes hypertrophiques (far&, 2005; Liet al, 2010; Heineke & Ritter,
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2012). Le pool sarcolemmal semble pouvoir étrevéctiar du C& provenant des canaux
TRPC, Orai, ou voltage-dépendants (types L et Tgirjeke & Ritter, 2012) Au niveau
nucléaire, des récepteurs IP3 (inositoltrisphosghdé I'enveloppe ou situés au niveau de
membranes proches du noyau constitueraient le ipahenécanisme (Baret al, 2005;
Higazi et al, 2009). Le C& généré par ces récepteurs dans le noyau favatsization et le
transport nucléaire de la calcineurine et de NFAMsdle noyau déclenchant I'activation des
genes du programme hypertrophique (@f@al, 2006; Higaziet al, 2009). La PP2B présente
dans le noyau peut contrebalancer I'action de kimasomme GSK{B JNK, PKA, et
MEKKZ1 responsables de la rephosphorylation de NEEAdle son export en dehors du noyau.
Elle peut aussi, en se fixant a NFAT, masquer gaesice NES et empécher son export vers
le cytoplasme (Heineke & Ritter, 2012). D’une maaigntéressante, il a été démontré que la
calcineurine peut a la fois inhiber et induire l@artndes cardiomyocytes dans différents
modeles (Wanget al, 1999; Buencet al, 2004). Les souris invalidées pour la sous-unité
régulatrice CnB1 au niveau cardiaque présententdimaution presque totale de I'activité
calcineurine car CnB est nécessaire pour stabilisek (Maillet et al, 2010). Ces souris
meurent prématurément et montrent une contractifitdiaque considérablement réduite. De
plus elles présentent des arythmies, une diminu®ia prolifération des cardiomyocytes et
une augmentation de leur mortalité (Schaefferal, 2009; Mailletet al, 2010). Enfin, la
perte complete de la calcineurine conduit a lactdn de I'expression de genes codant pour
des protéines cruciales impliquées dans I'homéestadcique : LTCC, RyR2 et échangeur
Na'/ C&* (Maillet et al, 2010).

Par ailleurs, plusieurs études ont montré que BP&st associée a la sous-unitgiC2 du
LTCC, mais les effets fonctionnels de son inhilbitisur le courant calcique sont tres
variables : selon les études, I'inhibition de PR28Bpas d’'effet détectable sy, chez le rat,

la souris et le lapin (McCakt al, 1996; duBellet al, 1997; Yataniet al, 2001; Suet al,
2003), diminue ce courant chez le rat (Faucongiierl, 2005; Tandart al, 2009), ou, dans
une étude, augmente,l chez la souris (Santaret al, 2002).Une autre étude a mis en
evidence l'association de la PP2B a un vaste corapteacromoléculaire regroupant 'AKAP
79/150, les LTCC, leB-AR, 'AC6 et la PKA au niveau des cavéoles de manyocytes de
rat adulte (Nicholset al, 2010). Ces travaux suggérent que le canal cacdpitype L,
préférentiellement localisé dans les cavéoles, rpdurconstituer un régulateur de la

signalisation calcineurine/NFAT et de I'hypertroploiardiaque (Heineke & Ritter, 2012).
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V. Compartimentation de la voie AMPc/PKA

1. Historique

Les premiers travaux mettant en évidence la connpamtation concernent la voie de
'AMPc. Des expériences réalisées il y a plus deaB® sur des cceurs isolés perfusés ont
montré gu’il existe des différences importantesdoron compare les effets de différents
agonistes activant la voie de 'AMPc sur des cossmtes perfusés (Corbiet al, 1977;
Corbin & Keely, 1977; Hayest al, 1979). En effet, I'isoprénaline augmente '’AMPcla
PKA dans les fractions solubles et particulairdscexi s’accompagne d’'un effet inotrope
positif important et d’'une forte activation du ni#dsme énergétique. En revanche, la
prostaglandine E1 (PGE1) augmente I'AMPc et la RiK¥quement dans la fraction soluble
et ceci n’a aucune conséquence sur ces deux paesn(étayeset al, 1979; Buxton &
Brunton, 1983). Des différences fonctionnelles été observées en comparant d’'autres
récepteurs : les différences entre récept@wARs etf,-ARs a été décrites au chapitre I,
paragraphe 1.1.2, et il existe d’autres exemplasstimulation des récepteurs au glucagon
active la phosphorylase et exerce des effets ipetraet lusitropes positifs mais les effets
contractiles diminuent avec le temps (Farah, 1988) stimulation des récepteurs au
glucagon-like peptide-1 exerce un effet ionotroggatif modeste malgré une augmentation
de 'AMPc global (Vila Petrofet al, 2001). Ces observations ont conduit a poser 6tyese

de I'existence d’'une compartimentation subcellelaie la voie AMPc dans les myocytes

cardiaques (Steinberg & Brunton, 2001).

2. Structures membranaires

Les différents acteurs de la voie AMPc sont colgéal au niveau de régions discretes de la
membrane plasmique comme les tubules T et les e/ébu niveau des tubules T, en plus
d’acteurs fondamentaux de la régulation calciquare les LTCC et I'échangeur N&&",

on trouve des composants majeurs de la voie AMBonte les récepteur-ARs, les
protéines G les AC5/6 et certaines AKAPs (Gabal, 1997a; Yanget al, 1998; Laflamme

& Becker, 1999; Nikolaewt al, 2010). Plusieurs études suggerent que les réosyie

AR et [B,-AR présentent une localisation differente dans negocytes cardiaques, les
récepteurd’;-AR étant disséminés sur I'ensemble de la membpdasmique alors que la

localisation des récepteUss-AR semble plus restreinte, au niveau des tubul@diKolaev et
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al., 2010) et des cavéoles (Rybéh al, 2000; Rybinet al, 2003; Balijepalliet al, 2006;
Calagharet al, 2008). Dans ces dernieres, on retrouve ausgrtEgines G(Steinberg &
Brunton, 2001; Rybiret al, 2003). Ainsi, la colocalisation dgs-AR avec les protéines;G
dans les cavéoles apparait comme un élément inmpaitacaractére local des réponfes
AR (Calaghan & White, 2006; Calaghanal, 2008; Nikolaewet al, 2010). De fait, il a été
montré qu’une altération des cavéoles entraineauggentation des répongesAR et la
phosphorylation du PLB et de la Tnl, conduisanhé accélération de la relaxation (Calaghan
et al, 2008).

3. Réle des phosphodiestérases

Une des premiéres évidences de la contribution EBEs a la compartimentation
intracellulaire de 'AMPc a été apportée par unedétréalisée sur des cceurs perfusés de
cobaye. Les effets de I'lso et de I'IBMX (3-isoblifiyméthylxanthine), un inhibiteur non
sélectif des PDE, ou de la milrinone, un inhibitderla PDE3, ont été comparés. Alors que
ces deux traitements augmentent 'AMPc intracellal@t produisent des effets inotrope et
lusitrope positifs, des différences dans le praéilphosphorylation par la PKA des protéines
clées du CEC comme le PLB, la Tnl et la MyBP-C été& observées (Rapundatt al,
1989). Ces résultats ont été attribués a une caimegntation subcellulaire de 'AMPc et des
substrats de la PKA, due a une différence d’'exmprsdes PDEs a la membrane et dans le
cytosol (Weishaaet al, 1987a).

La reconnaissance du caractere local de la régnl@tiAR et du réle des PDEs dans ce
phénomene a aussi été mise en évidence en utilisasysteme de microperfusion permettant
d’exposer les deux moitiés d’un myocyte cardiagaegtenouille a deux solutions externes
différentes. Ce dispositif a permis de montrer gu’ebsence d'IBMX, I'application d’lso a
une moitié de la cellule se traduit par une augatemt demi-maximale du courant calcique,
correspondant a l'activation des canaux calciqitegs sur la partie de la cellule exposée a
I'agoniste-AR. Si 'IBMX est ajouté a I'lso sur une moitié de cellule, la stimulation du
courant calcique est fortement potentialisée carsdzette condition les canaux calciques
présents au niveau de la partie non exposée peétrerdctivés. Ces résultats suggerent donc
que les PDEs sont importantes pour la définition dierodomaines locaux d’AMPc

impliqués dans la régulatiof-AR des LTCC (Jurevicius & Fischmeister, 1996).
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* ROle de la PDE3
Un réle de la PDE3 dans la compartimentation deViPE est prédit par la localisation
spécifique des différentes isoformes (cf. chapitrgaragraphe 2.1.3). De plus, puisque la
PDE3 est inhibée par le GMPc, la production loéalide cet autre second messager participe
a la régulation des signaux AMPc produits lors d'wtimulationp-AR, conduisant a des
augmentations locales des niveaux d’AMPc (Stanghetlal, 2011). La PDES est retrouvée
dans les fractions cytoplasmiques et membranaiess rdyocytes cardiaques avec des
différences importantes entre les especes etdsssti(Lugnier, 2006). Par exemple, dans le
cceur de chien l'activité PDE3 révélée dans la imaatnembranaire apparait étre associée a la
membrane du RS (Weishaatral, 1987b; Lugnieet al, 1993). Chez la souris, I'inhibition de
la PDE3 conduit & une augmentation d’AMPc et & aogvation de la PKA localisées,
menant a une augmentation de la phosphorylatidLdu(Kerfantet al, 2007). En revanche,
chez le cobaye et le rat, la PDE3 est principalérpetsente dans la fraction soluble et les
inhibiteurs de PDE3 ont des effets plus modestesighdaret al, 1987b; Lugnieret al,
1993). La PDE3B, mise en évidence au niveau du atewouris, forme un complexe au
niveau de la membrane sarcolemmale avec laP(BEtrucccet al, 2004). Dans cette étude,
les auteurs ont montré que la P{3iKactive pas PDE3B via son activité de kinase rsar$

plutbt de protéine d’ancrage a PDE3B au niveau dampartiment membranaire.

* Role de la PDE4
Dans les cardiomyocytes ventriculaires de rat etsagris, la PDE4 n'a pas d'effet sur
I’AMPc basal mais devient cruciale pour hydrolyBAMPc généré par une stimulatighAR
(Rochaiset al, 2004; Mongilloet al, 2004; Xianget al, 2005; Nikolaewet al, 2006; Leroy
et al, 2008). Une part de cette prépondérance est |gmnaactivation par la PKA dans les
myocytes cardiaques (Rochaisal, 2004; Leroyet al, 2008). Le role respectif des isoformes
PDE4A, PDE4B et PDE4D dans la régulation des nixedAMPc et de la fonction
cardiaque est moins bien connu. Cependant, la PD&dle les niveaux d’AMPc prés de la
membrane plasmique dans les cellules HEK293 (Testiral, 2006) et les fibroblastes
embryonnaires de souris (Blackmenal, 2011) et une étude suggére que cette isoforme est
importante pour la terminaison des signgpAR dans les cardiomyocytes néonataux
(Mongillo et al, 2004). En outre, les travaux de I'équipe ont m@mecemment que les
PDE4B et PDE4D sont localisées dans le complexeamhal calcique de type L et que la
PDE4B est importante pour la régulatipradrénergique de ces canaux (Lestyal, 2011),

alors que des travaux d’autres équipes suggerentaggDE4D régule I'activité des RyR2 et
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de la SERCA2a au niveau du réticulum sarcoplasmiylengillo et al, 2004; Xianget al,
2005; Lehnartet al, 2005; Nikolaevet al, 2006; Kerfantet al, 2007; Leroyet al, 2008;
Becaet al, 2011).

4. R6Ole des AKAP

Les protéines d’échafaudage AKAPs permettent daliker la PKA a proximité de ses cibles
en association avec d’autres protéines de sighalisaet participent également aux
phénomenes de compartimentation des réponsesai@iil Les complexes ainsi formés
contribuent en particulier a la modulation locads différentes étapes du couplage excitation-
contraction (Fischmeistat al, 2006; Scott & Santana, 2010).

Au niveau de la membrane plasmique, 'AKAP 15/18rarnla PKA au voisinage du LTCC
(Gray et al, 1997; Fraseet al, 1998; Hulmeet al, 2002), permettant une modulation du
courant calcique de type L. L'AKAP 79/150 sert @gaént d’ancrage a la PKA au voisinage
du LTCC dans les myocytes cardiaques (@tal, 1997b). Une inhibition de I'interaction
PKA-AKAP par utilisation de mutants des AKAP 15/8879/150 ou du peptide Ht-31 (Carr
et al, 1992b) se traduit par une perte de la modulalies) LTCC par la PKA. On retrouve
dans ce complexe formé par 'AKAP 79/150, la phedpbe de type 2B et différentes
isoformes de la PKC (Coghlaat al, 1995; Hoshet al, 2005).

Il a également été montré dans le cerveau que I'RKA/150 lie les AC5 et 6 et constitue
ainsi un rétrocontrole négatif de la synthese d’AMiar 'AC (Baumanret al, 2006). Une
étude récente montre de fagon surprenante que ldansouris invalidées pour I'’AKAP
79/150, la régulatiofs-adrénergique des transitoires calciques est alatdiss que celle de
lcaest inchangée (Nichokt al, 2010).

Au niveau de la jonction entre le tubule T et le, RESMAKAP (muscle AKAP) organise un
complexe de signalisation au niveau des RyR2 camapite en plus de la PKA, la PDE4D3 et
les phosphatases de type 1 (PP1) et 2A (PP2A) (Eiaa, 2000; Lehnaret al, 2005) qui
régulent également les niveaux de phosphorylatioRyR?2 et la calstabine 2. Ce complexe
permet une régulation spatiotemporelle fine desasig AMPc a I'échelle d’'un complexe
macromoléculaire.

Le PLB, qui assure le repompage du“'Cdans le RS en fin de contraction, est également
régulé par un complexe, autour de la protéine AK&P@ygren et al, 2007). Une étude
récente a montré que 'AKAP&8ecrute aussi la PP1 et son inhibiteur 1 (I-1ypfesant la
phosphorylation de ce dernier par la PKA et domhibition de la PP1 (Singht al, 2011).
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Comme la PP1 peut inhiber I'activité de la SERCARala déphosphorylation du PLB, il est
possible que 'AKAP18 facilite la régulation de la PP1 par I-1 et peintsafavoriser la
relaxation cardiaque (Fischmeistdral, 2006; Divianiet al, 2011).

Ces dernieres années, plusieurs AKAP ont été fisdi au niveau du sarcomere. La
Synemin et la Myospryn sont localisées au nivealligees Z (Russebt al, 2006; Reynolds
et al, 2007; Faukt al, 2007). La Troponine T elle-méme est une AKAP, mput associer la
PKA de type Il a proximité de la Tnl et de la TnSumandeaet al, 2011). De plus, la
myomegalin est une AKAP impliquée dans la phospaton de la MyBP-C (Uyset al,
2011). Toutefois, la signification fonctionnelle des différents complexes pour la régulation
de la contraction du sarcomere reste indéterminée.

Dans les cardiomyocytes, 'AKAP Yotiao forme un quexe au niveau des canaux
potassiques lentgdassociant la PKA et la phosphatase de type 1t(EBbtd, 2001; Marxet
al., 2002). Cette association permet donc de modalphbsphorylation du canal, son activité
et ainsi la phase de repolarisation du PA lors @’stimulationp-adrénergique. Une récente
étude a mis en évidence la présence d'une PDE4D8aau de ce complexe, permettant une
régulation négative de l'activité de la PKA (Termée et al, 2009).

D’autres AKAP interviennent dans le couplage exidtacontraction cardiaque du myocyte,
comme la gravin (AKAP 250) qui coordonne l'inteiaatentre le3-AR, la PKA, la PKC, la
B-arrestine et la PDE4D, et interviendraient dans fgocessus de désensibilisation,
internalisation et resensibilisation des récept@AR (Willoughby et al, 2006; Willoughby

et al, 2007).

Dans la région périnucléaire, en plus de lier IaARK PDE4D3, la mAKAP lie également
Epac 1 et la kinase Erk5 (Dodge-Kafital, 2005). Ce complexe contrlerait le passage de
la sous-unité catalytique de la PKA dans le noyaugigieret al, 1999; Dodgeet al, 2001) et
donc la régulation génique. Il apporte donc un iddatspatial de I'activité de la PKA par son
ancrage a la mAKAP, ainsi qu'une régulation temjperde la signalisation AMPc par la
juxtaposition de PDE4 (Dodget al, 2001; Tasken & Aandahl, 2004). En effet, la
phosphorylation de PDE4D3 par la PKA sur la SerGgnegente son activité (Houslay &
Adams, 2003; Richteet al, 2005)et sur la Serl6 augmente son affinité paumAKAP
(Carlisle Michelet al, 2004), alors que sa phosphorylation par ErkSa@er579 supprime
son activité (Dodge-Kafkat al, 2005). Lorsque Epacl est activé par 'AMPc, ilhitiee
Rapl qui supprime l'activation de Erk5 et leve Hiiition sur PDE4D3. Une étude plus
récente a montré que le complexe mAKAP-PKA-PDE4BRcapable de lier aussi la PP2A,
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qui oppose la phosphorylation de la PDE4D3 parKa Bur la Ser54. En effet, suite a une
stimulationp-AR, la PKA phosphoryle aussi bien la PDE4D3 queR2A. Une fois activée,
cette phosphatase déphosphoryle la PDE4D3 attéraiasit la dégradation de 'AMPc
(Dodge-Kafkaet al, 2010).

5. Méthodes dynamiques de mesure de 'AMPc et de la K

Le développement de sondes protéiques permettamhedeirer en temps réel, dans des
cellules intactes, la concentration d’AMPc et liaité PKA a permis d'affiner notre

compréhension des mécanismes de compartimentaitanvibie AMPc.

5.1.Mesure de 'AMPc

Une premiére approche est basée sur le transfenedjie de fluorescence par resonance
(FRET) dont le principe est exposé plus en détaiisdla partie Matériel et Méthodes. Le
premier senseur FRET pour 'TAMPc a été développd’'fquipe de Roger Tsien aux Etats-
Unis et est constitué de I'holoenzyme PKA marqugé lpafluoresceine sur ses sous-unités
catalytiques et par la rhodamine sur ses sous-uéislatrices (Adamet al, 1991). En
absence d’AMPc, I'excitation de la fluoresceine teshsmise par FRET a la rhodamine car
les deux fluorophores sont suffisament prochess dame élévation d’AMPCc, la dissociation
des sous-unités catalytigues et régulatrices condui’abrogation du phénoméne de
résonance. Ainsi le rapport des émissions des fleagrophores reflete les concentrations
d’AMPc locales. Cette sonde, baptisée FICRhR, aitiéée dans des expériences de patch
clamp permettant la mesure simultanée de 'AMPdwetcourant 4, dans des myocytes
cardiaques de grenouille (Goaillagtl al, 2001). Une amélioration de cette sonde a consisté
au remplacement des fluorophores chimiques pawvdeants de la GFP, permettant de la
coder génétiguement et de la faire exprimer parctdkiles (Zaccoloet al, 2000). Cette
approche a été utilisée pour suggérer que sousulation B-AR, 'AMPc augmente
préférentiellement au niveau des tubules T et qudiffusion de 'AMPc est limitée par
I'activité des PDEs (Zaccolo & Pozzan, 2002). Téite ces résultats sont a prendre avec
caution car la sonde PKA présente quelques défaajsurs, liés a la complexité de son
mécanisme d’activation, a son adressage par le thés AKAPS et surtout parce que l'activité

kinase est préservée dans la sonde.
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De ce fait, d’autres senseurs FRET ont été dévébppr la suite en utilisant les autres cibles
de 'AMPc, et en particulier la protéine Epac (Foes et al, 2004; Dipilatoet al, 2004;
Nikolaev et al, 2004). Des variants de la GFP (CFP et YFP sanples classiques) sont
placés de chaque coté de la protéine Epac ou ¢artie de la protéine contenant le domaine
de liaison a I'AMPc. Il s’agit donc d’indicateursomomériques, dans lesquels le changement
de FRET est provoqué par un changement de confiamizitramoléculaire consécutif a la
liaison de 'AMPc sur son site. Les versions lassptourtes de ces senseurs, baptisés Epacl-
camps et Epac2-camps, utilisent uniquement le doende liaison a ’AMPc de Epacl ou de
Epac2 et sont donc dépourvus d’activité biologigtdeur localisation est essentiellement
cytoplasmique (Nikolaeet al, 2004). Des versions plus longues des ces indisagxistent,
dénomeés ICUEIQdicator of cCAMP using Epaclls existe 3 versions de ICUE (1, 2 et 3) qui
présentent une localisation cytoplasmique et umeatlyque de réponse plus importante que
celle des sondes Epacl-camps et Epac2-camps (Diglaal, 2004; Violin et al, 2008;
DiPilato & Zhang, 2009). Le développement de bigseins FRET pour 'TAMPc basés sur
Epac est en perpetuelle évolution. Ainsi, Klarehkbeteses collaborateurs ont recement mis en
évidence un nouveau senseur qui semble encorgettermant, <Epac’” » (Klarenbeelet

al., 2011).

Une autre méthode existe pour mesurer les taux &éMe facon dynamique, utilisant des
canaux CNG dyclic nucleotide gated channgléRich et al, 2000). Il s’agit de canaux
cationiques non sélectifs des neurones olfactifdifiés génétiquement afin d’augmenter leur
sensibilité a '’AMPc (Richet al, 2001). Surexprimés dans les myocytes cardiaques,
canaux permettent I'enregistrement d'un courantionsjue dont I'amplitude est
proportionnelle aux concentrations d’AMPc sous membires (Rochaiet al, 2004).
L'utilisation des canaux CNG et des senseurs FRRé&ranis de décrypter les caractéristiques
spatio-temporelles des signaux AMPc générés pétrdifts récepteurs dans les myocytes
cardiaques. En utilisant les canaux CNG, il a é@tné que les signaux AMPc émis par les
récepteurg-AR sont localisés dans les myocytes cardiaquesgmport a ceux generés par
une activation directe des AC par la forskolinegeé la PDE3 mais surtout la PDE4 est
importante dans ce confinement (Rochetisal, 2004). Ces deux familles de PDEs réegulent
aussi les signaux AMPc généreés par d’autres régept®rmonaux couplés & B1-ARS, Bo-

AR, PGE1-R et Glu-R) et des couplages fonctionspéifiques entre ces PDEs et différents
récepteurs ont été mis en évidence (Rocha@l, 2006). Une étude menée par Nikolaev et
ses collaborateurs sur des souris surexprimanensesir FRET nommeé « HCN2-camps » et

basé sur le domaine domaine de fixation de 'AMRccdnal HCN2 (Hyperpolarization
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activated cyclic nucleotide gated channels) a néogtrune stimulation locale des récepteurs
B1-AR génere un signal AMPc qui diffuse rapidemetieasemble du myocyte alors que la
stimulation des récepteur$,-AR produit une signal AMPc qui reste confiné sdas
membrane plasmique, a proximité du site de stinalaCette étude suggere aussi que chez
la souris les signaux AMPc générés paledRs sont controlés de facon prépondérante par
les PDE4, alors que les signaux AMPc générés gd1ARs sont sous le contdle de PDE4
mais aussi de PDE3 et de PDE2 (Nikolatwal, 2006). Le role préponderant des PDE4 dans
le contréle dynamique des signaux AMPc des cardamytegs de rongeurs a été reproduit
dans plusieurs autres études (Mongétal, 2004; Leroyet al, 2008). L'utilisation combinée
des canaux CNG et de la sonde FRET cytoplasmiqaeZpamps a permis de mettre en
evidence des différences de cinétiques entre gessk AMPc émis par les récepteff8R a

la membrane plasmique et dans le cytosol, suggéexigtence de gradients d’AMPc dans

les myocytes cardiaques (Lerelal, 2008).

5.2.Mesure de l'activité PKA : Sonde FRET AKAR

La sonde AKAR (A Kinase Activity Reporter) est us@ende FRET ratiométrique qui permet
de mesurer l'activité¢ de la PKA en temps réel. 'Hgi d’'une protéine recombinante
constituée d’'une chaine polypeptidique portant iter @nsensus de phosphorylation de la
PKA et d’'un domaine de reconnaissance des acid@garphosphorylés, insérés entre des
variants de la CFP (donneur) et la YFP (acceptdumjsque la PKA est activée, elle
phosphoryle AKAR sur son site consensus, entraiisant repliement et sa fixation au
domaine de reconnaissance, ce qui rapproche les fliarophores. Ce changement de
conformation permet le transfert d’énergie de lmiftscence de la CFP vers la Y{HRyure
24A). L'activité PKA est donc reflétée par 'augmentatidu rapport YFP/CFP. Plusieurs
versions de la sonde AKAR ont été développées, fivedi et améliorées afin d’analyser la

dynamique spatiotemporelle de I'activité PKA dass dellules vivantes.

La premiere version d’AKAR a été mise au point 802 par Jin Zhang dans le laboratoire de
Roger Tsien (Zhangt al, 2001). Les fluorophores constituant cette sorai¢ ane ECFP
(Enhanced Cyan Fluorescent Protein) et une Citrume,variant de la EYFP (Enhanced
Yellow Fluorescent Protein) qui est peu sensiblpldiet au photoblanchiment. Le reste de la
séquence est constitué d’'une séquence peptidigleeda la PKA et d’'un domaine de liaison

d’acide phosphoamine (issu de la protéine 14-8t8 est une protéine intracellulaire liant des
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phospho-sérine/thréonine protéines). La séquendsstrati (LRRASLP) provient de la
séquence modifiée du kemptide (substrat synthétitpssique de la PKA), et contient une
Sérine cible de la PKAFigure 24B) (Zhanget al, 2001; Niet al, 2006). La sonde AKAR1
permet de mesurer I'activation de la PKA mais [gorése n’est pas reversible. Ceci peut étre
expliqué par la trés forte liaison entre la régigh3-3 et le peptide substrat phosphorylé,
empéchant ainsi la déphosphorylation de ce deéerles phosphatases. Cette limite a
conduit a la création d’'une deuxiéme version deolade, baptisée AKAR2, dans laquelle la
région 14-3-3 a été remplacée par un domaine FHA1 (ForkHeadseded Domain 1) liant
les phospho-thréonines et présentant une affirtéiailson au peptide substrat moins forte
que celle de la région 14-3-3(Ni et al, 2006). La séquence du peptide substrat
(LRRATLVD) a été modifiee afin d’étre compatible avemimuveau domaine FHAL et une
région de liaison de 14 acides aminés a été ragoenére le domaine substrat et le domaine
FHA1L (Figure 24B). Cette nouvelle sonde est réversible et présargeneilleure dynamique
de réponse (Zhangt al, 2005). Une troisieme version de la sonde AKARé&d&veloppée a
partir de la sonde AKAR2, la principale modificatiooncernant le fluorophore accepteur. La
citrine a été remplacée par le fluorophore cpV E1d@ variant de Vénus avec une
permutation circulaire changeant I'orientation thofophore. Cette modification confere a la
sonde une tres forte brillance et surtout uneforge dynamique de FRET. La sonde AKAR3
est donc composée des fluorophores ECFP et cpV,B&parés par le domaine FHAL, de la

séquence de liaison de 14 acides aminés, et didpejibstrat de la PK&Figure 24B).
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A AKAR1

substrate 7 PKA + ATP

peptide

(\ e J

=

m—
phosphatase

B
AKAR1 ECFPI-221)  14-3-37!-232 |substrate| YFP
AGGTGGSLRRASLPGTGGSEL
AKAR2 ECFPI22) |  FHA1 |substrate| Citrine
SAGKPGSGEGSTKGLRRATLVDGGTGGS
AKAR3 ECFpPii-22n) | FHA1 |substrate cpV E172 |

SAGKPGSGEGSTKGLRRATLVDGGTGGSEL

Figure 24 : Les sondes AKAR.

(A) Représentation schématique de la sonde AKAR1 etchasgements de conformation

obtenus apres phosphorylation par la PKB) Domaines des sondes AKAR1, AKAR2 et

AKAR3. La séquence en acides aminés du domaindratilest donnée pour chaque sonde.
D’aprés (Zhanget al, 2001; Zhanget al, 2005; Allen & Zhang, 2006).

Toutes ces sondes ont fait I'objet de plusieursdeguqui ont permis d’aborder la
compartimentation de la PKA et d’étudier la régolatdynamique de son activité dans des
cellules vivantes. Par exemple, 'importance dm&alisation de la PKA au voisinage de ses
substrats pour leur phosphorylation rapide a étfiggeee par la fusion de la sonde AKAR1
avec la sous-unité Rilou avec le domaine RPP8 de la protéine D-AKAP2n@ioe de
liaison a la PKA), qui accélerent considérablenmestréponses a une stimulation de la voie
AMPc (Zhanget al, 2001). Dans une autre étude, les auteurs oigéuté méme concept en
fusionnant la sonde AKAR2 soit avec un domaine cfage de la PKA uniquement, soit avec
le domaine d’ancrage de la PKA plus un domaine pdent le recutement de la PDE4D3
(AKAR2-PKA et AKAR2-PKA-PDE). lls montrent qu'en pé&nse a une application de
forskoline, la sonde AKAR2-PKA est phosphoryléefaigon robuste et continue alors que la
sonde AKAR2-PKA-PDE est phosphorylée a un moindrgré et de facon transitoire. Ces
résultats indiquent que l'activation de la PDE4raxpnité de la PKA permet de modifier
completement I'amplitude et la durée de la phosghtion des substrats de la PKA (Dodge-
Kafka et al, 2005). D’autres travaux utilisant la sonde AKABRune version de AKAR2
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localisée a la membrane plasmique dans des myodgert néonatal ont montré que
I'isoprénaline active plus rapidement la PKA a laembrane plasmique que dans le
cytoplasme. De plus, ces auteurs ont montré lI'enct de gradients d’activité PKA dans le
cytoplasme en réponse a une libération locale d’AM&gé (Saucermagt al, 2006). Une
approche de modeélisation mathématique suggéreagustiction de diffusion de ’AMPc par
les PDEs et le pouvoir tampon exercé par la liaider’AMPc au niveau des sous-unités
régulatrices de la PKA sont des facteurs importatdes I'apparition de ces gradients
(Saucermaret al, 2006). De plus, il a été montré grace a des SOAHAR2 adressées aux
différents compartiments de neurones du thalamudiédin situ dans des tranches de
cerveaux de souris, que les cinétiques d’activatienla PKA lors d’'une stimulation des
récepteurs sérotoninergiques 5-H3ont différentes selon les compartiments cellegair
observés. En effet, l'activation maximale de la PKA fait en moins d’l minute a la
membrane, en moins de 5 minutes au niveau du @gom@ et nécessite environ 15 minutes
dans le noyau. Ces résultats indiquent que lirtidgn d’'un méme signal hormonal est
différente selon le compartiment subcellulaire id&® (Gervaset al, 2007).

Une autre étude, réalisée sur des souris invaligées les récepteur;-AR et f-AR et
utilisant la sonde AKAR2, a montré que la cinétigiegctivation de la PKA dépend du sous-
type de réceptelfi-AR activé. Cette étude a mis en évidence quanaukition soutenue des
récepteurspi-AR, entraine une activation forte et maintenue l@givite PKA et une
augmentation de la phosphorylation du PLB ainsi deda contraction des myocytes. En
revanche, la stimulation maintenue des récept@usfR conduit & une activation forte mais
transitoire de l'activité de la PKA. Cette actiwatitransitoire permet la phosphorylation de
substrats membranaires mais pas du PLB. De plhmhidition de la PDE4 entraine une
augmentaion de l'activité PKA sous stimulatiBpAR et augmente la phosphorylation du
PLB et la réponse contractile des myocytes (Stal, 2009). Enfin, dans une étude plus
récente, le méme groupe a utilisé des sondes AKAdRBssées a la membrane plasmique
(PM-AKAR3), au cytoplasme (AKAR3-NES) et au retieal sarcoplasmique (SR-AKARS3)
et ont montré que la stimulation des récepteus prostaglandine par la PGE2 diminue la
réponse contractile induite par une stimulafieAR (Liu et al, 2011). Cet effet semble du a
une activation de la PDE4 par la PGE2, qui estsat@pable de bloquer la diffusion de
'AMPc produit par la voiepf-AR de la membrane plasmique jusqu’au RS, empéchant
I'activation de la PKA a ce niveau et la phosphatigh du PLB (Liuet al, 2011). Cette
étude suggere donc qu’'un récepteur couplé pdat influencer la signalisation d’'un autre

récepteur couplé ag@n controlant la diffusion de 'AMPc par I'interai@ire des PDEs.
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6. Compartimentation de la voie AMPc/PKA dans le noyau

Comme évoqué au chapitre Il paragraphe 3.2, le eleodle régulation des protéines
nucléaires par la voie AMPc/PKA stipule que la PEK#loenzyme n’est pas présente dans le
noyau et que suite a une activation de I'AC, 'AMd&tive la PKA dans le cytoplasme, libére
la sous-unité catalytiqgue qui entre dans le noyauyn phénomeéne de diffusion passive
(Meinkoth et al, 1990; Harootuniaet al, 1993; Hagiwarat al, 1993). L’introduction de la
PKA dont les sous-unités catalytiques et régulesriont été marquées respectivement par la
fluoresceine et la rhodamine (sonde FICRhR (Adahsal, 1991)) a permis d’oberver
directement le passage de la sous-unité catalyigus stimulation a la forskoline, qui atteint
un pic au bout d’environ 30 min, en accord avecitgtique d’activation de la transcription
par CREB. La mesure de l'activitt PKA dans le noysar les sondes FRET AKAR
localisées dans ce compartiment par une séquerstkedsage nucléaire a confirmé ces
résultats dans des lignées cellulaires (Zhetra), 2001; Dipilatoet al, 2004), des adipocytes
(Zhanget al, 2005) et dans des neurones du cortex et du thaléBervaset al, 2007).
Cependant certaines études vont a I'encontre deadele bien établi. Comme mentionné
plus haut (chapitre Il, paragraphe 1.2), 'AC stduberait présente au niveau des noyaux de
diverses lignées cellulaires (Zippat al, 2003) et son activation par I'ion HCQ&ovoque la
phosphorylation de CREB sur la Serl133 (site PKApgih et al, 2004). Cette réponse est
bloquée par des inhibiteurs de PKA et présentecumétique d’activation plus rapide qu’'avec
la forskoline, suggérant I'implication d’un pool &KA différent (Zippinet al, 2004). Des
expériences d'immunocytochimie et de western béwisddes fractions nucléaires montrent la
coexistence d’ACs, des sous-unités régulatricela d@KA et de CREB dans les noyaux de
cellules Hela (Zippinet al, 2004). Une étude trés récente dans les celluksaHient
corroborer cette hypotheése. Cette étude montrencplies de la translocation de la sous-unité
catalytique de la PKA dans le noyau, il existe oolple PKA holoenzyme localisé dans le
noyau qui participe a la phosphorylation des sabstnucléaires de la PKA (Sampmeal,
2012). Selon ces auteurs, TAMPc généré a la menebpasmique par stimulation des AC
transmembranaires ou d’'une ACs recombinante adresse compartiment active la PKA
holoenzyme dans le cytoplasme et les sous-unitédytiques dissociées sont transloquées
dans le noyau ce qui entraine une phosphorylaéinteldes substrats nucléaires. Dans ce cas
I'activité de la PKA holoenzyme nucléaire est tfaible car 'AMPc ayant diffusé dans le
noyau est dégradé par la PDE4 qui est localisés ttamoyau grace a une AKAP. En

revanche, la forte concentration d’AMPc générée pae AC soluble recombinante et
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adressée dans le noyau ou dans le cytoplasme @miéoxde I'enveloppe nucléaire peut
activer la PKA nucléaire, ce qui entraine une phosylation rapide des substrats dans le
noyau. L’activité de la PKA dans le noyau est doégulée par les AKAP et les PDEs
nucléaires, plus précisément la PDE4, et elle@#ralée par le site de production de 'AMPc
(Sampleet al, 2012). Il n’existe pas, a notre connaissanceyidéhce de la présence de
I’ACs au niveau des noyaux des myocytes cardiadR@scontre, certaines études suggerent
la présence des sous-unités régulatrices de la &KAiveau nucléaire dans les myocytes
cardiaques (Reinitet al, 1997; Yanget al, 1998).
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But de I'étude



But de I'étude

Dans la cellule myocardique la voie de signalisatie 'AMPc mettant en jeu la protéine
kinase PKA joue un réle fondamental dans la régraheurohormonale de la fonction
cardiaque. L’activation aigué de la PKA est béngéfigar elle conduit a une augmentation de
la contraction pour I'adaptation a I'effort en ppbsrylant les acteurs clés du couplage
excitation-contraction a la membrane et dans leptgsme. En revanche, son activation
chronique est délétere et ces effets semblent iftieevenir, au moins en partie, la régulation
de facteurs de transcription nucléaires pouvantigioe au remodelage hypertrophique et a
I'insuffisance cardiaque.

La rapidité et la spécificitt des réponses neurnboales est expliquée par la
compartimentation spatiale et temporelle de la VvdMPc/PKA au niveau des structures
impliquées dans le couplage excitation-contracfitubules T, reticulum sarcoplasmique,
myofilaments). Cette compartimentation fait appek grotéines d’ancrage de la PKA
(AKAPs) qui permettent la localisation de cettedse au voisinage direct de ses substrats
(Scott & Santana, 2010) et aux phosphodiestérd®&g) qui assurent la restriction de la
diffusion de 'AMPc (Mika et al, 2012). Les Ser/Thr phosphatases (PPs) qui opposen
lactivité de la PKA (Herzig & Neumann, 2000) paigent également a cette
compartimentation et sont essentielles pour laiteison des réponses hormonales.

En comparaison avec les connaissances accumulgesroant la signalisation AMPc/PKA
au niveau de la membrane plasmique et du cytoplagmelonnées concernant l'intégration
des signaux AMPc/PKA au niveau nucléaire sont &8t en particulier dans les myocytes
cardiaques. En effet, les mécanismes régulateutace/ité PKA nucléaire dans le coeur
restent a ce jour largement méconnus.

Afin d’étudier et de comparer la dynamique spatigierelle de la PKA dans le cytoplasme et
le noyau des myocytes cardiaques, j'ai eu recownsetechnique d’'imagerie basée sur le
transfert d’énergie de fluorescence par résonaRBEET, fluorescence resonance energie
transfer). J'ai utilisé des sondes FRET codées génétiquerbaptisées AKAR3A-kinase
activity reporter$ et qui permettent la mesure de l'activité PKA temps réel dans des
cellules vivantes. La version AKAR3-NES de la somqbsséde une séquence d’exclusion
nucléaire permettant sa localisation dans le cgmpek, tandis que la version AKAR3-NLS

comporte une ségquence d’adressage nucléaire paninéét la localiser dans le noyau.
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Dans un premier temps nous avons mis au point lelévaette technique de mesure de
I'activité PKA dans le cytoplasme et le noyau ded@anyocytes de rats adultes. Ensuite,
nous l'avons utilisée afin de comparer les modald&ctivation de la PKA dans ces deux
compartiments, suite a une élévation d’AMPc obtgoaredivers moyens : la stimulation des
récepteursp-adrénergiques BEAR), l'activation directe des adénylates cycladeésC),
I'inhibition des PDEs ou encore la libération d’Akleagé. Ces résultats ont été comparés a
la cinétique de phosphorylation de substrats enuemede la PKA situés dans ces
compartiments cytoplasmique et nucléaire par wedilet.

Dans un deuxieme temps nous avons comparé les im@esnqui régulent l'activité de la
PKA cytoplasmique et nucléaire en réponse a unaufdtion B-adrénergique, en nous
intéressant tout d’abord au role respectif des PBXE3DE4, qui sont les isoformes majeures
dans les myocytes cardiaques. Les travaux précedininotre équipe ont montré que la
PDE4 est prépondérante pour dégrader 'AMPc gépardesp-AR (Leroy et al, 2008) et
que l'isoforme PDE4B est importante pour la régata-AR des canaux calciques de type L
(LTCC) (Leroyet al, 2011). D’autres équipes ont montré que la PDEeHIe I'activité des
RyR2 et de la SERCA2a au niveau du réticulum sdasapque (Lehnaret al, 2005; Becaet

al., 2011) et que la PDE4D3 est localisée au niveada deembrane nucléaire (Dodge-Kafka
et al, 2005). Nous avons donc caractérisé I'implicaties isoformes PDE4B et PDE4D dans
la régulation de I'activité PKA cytoplasmique etcie@aire dans des myocytes ventriculaires
issus de souris adultes sauvages et invalidéedgmgene®ded4BetPde4D

Par la suite, nous nous sommes intéressés au e8leprincipales Ser/Thr phosphatases
cardiaques (PP1, PP2A et PP2B) dans la terminaitn réponses PKA suite a une
stimulation B-AR, et ce au niveau cytoplasmique et nucléairecaliomyocytes de rats
adultes.

Le modéle classique de la signalisation par la ¥dPc/PKA dans le noyau stipule que la
régulation des protéines nucléaires par la PKA ake duite a une activation de la PKA
holoenzyme dans le cytoplasme puis a une trangdocdes sous-unités catalytiques libres
dans le noyau par un phénomene de diffusion pagidaotunianet al, 1993; Hagiwaraet

al., 1993). Cependant, une étude trés récente réalmée les cellules HelLa suggére qu'il
existe aussi un «pool » de PKA holoenzyme locatlaés le noyau qui participe a la
phosphorylation des substrats nucléaires de la PF¥ainpleet al, 2012). Nous avons donc
examiné la présence des difféerentes sous-unitéegends de la PKA dans les noyaux

cardiomyocytes de rats adultes par immunocytochimie
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Matériel et Méthodes

. Modeles animaux

1. Rats adultes

Au cours de notre étude nous avons utilisé des (R#dtus norvegicysadultes males
appartenant a la souche Wistar. Il s'agit d’'uneckeipolyvalente de rats albinos, sélectionnés
par Donaldsoen 1906 au Wistar Institute (USA). Ces rats sobehgés quelques jours a la
plateforme « Animalerie et exploration fonctioneel de 'lFR 141 (Faculté de Pharmacie,

Chatenay-Malabry) avant d’étre utilisés pour legéinentations.
2. Souris invalidées pour les genes PDE4D ou PDE4B

Les souris invalidées pour le gene PDE4D ont étémes par recombinaison homologue
entre le gene PDE4D et un plasmide « knockocntenant une cassette de sélection PGK-
hprt (promoteur de la phosphoglycérate kinase -okgpthine phosphoribosyl transferase).
Apres recombinaison homologue, les exons 8-10KB)2du gene PDE4D sont substitués par
le gene hprt inséré avec une orientation transoripelle opposée a celle de PDEA4D.
L’invalidation du gene PDE4B est réalisée selomi@me stratégie que pour PDE4D. Les
exons 8-10 (3,0 Kb) sont substitués par le gene(lpret al, 1999; Jin & Conti, 2002). Ces
souris possedent un fond génétique mixte : 129/ZH%) et C57BL/6 (75%).

Les principaux phénotypes observés chez les sharimzygotes PDE4D(PDE4D KO) et
PDE4B" (PDE4B KO), sont présentés dansTkble 6 (Jin & Conti, 2002; Jiret al, 2005;
Beavo et al, 2007). Ces souris nous ont été fournies par unépé américaine de
I'Université de Californie a San Francisco (UCSKigege par le Professeur Marco Conti. Les
élevages et genotypages de ces souris sont réalisésa plateforme « Animalerie et

exploration fonctionnelle » de I'lFR 141.
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Fonctions PDE4D KO PDE4B KO
Santé générale
Survie néonatale (fond génétique 129/Ola, C57BL/6) Diminuée® Normale
Croissance Diminuée de 30% Normale
Fertilité
Fertilité femelle Diminuée Normale
Taux d'ovulation chez les souris immatures stinmsibbesc Diminué® ND
LH/hCG
Inflammation
I—!yperaf:tivité dgs voies aériennes en réponse Absente® Diminuée
a la méthacholine
Recrutement ges ceII.uI_efs epsmpphﬂes dans les Normal Diminué
poumons apres sensibilisation & I'ovalbumine
A<;c_umu|ahon des cytokines Th2 dqns les voies Normale Diminuée
aériennes et dans le nceud lymphoide de cellulesleme
Prollfgratlon deg Iymphocyte:s T du nc_neud lymphoide Normale Diminuée
trachéal sous stimulation a I'ovalbumine
Contractilité des anneaux trachéaux en réponsardachol Diminuée Normale
Production de TN& induite pas LPS Diminuée de
. Normale o
dans les leukocytes circulants 90%
Production de TN& induite pas LPS dans les Diminuée de
e o Normale o
macrophages naifs péritoneaux 56%
Rgcrute_me_nt des neutrophiles dans les poumons aprés Diminué de 48% Dlmln(l)le de
aérosolisation de LPS 31%
Chemo,taX|s_des neutrophiles spléniques en réponse Diminué Diminué
aux chémokines KC
Expressmn’de CD18 da}ns_ les ne_utrophlles de lavages Diminuée Diminuée
bronchoalvéolaires aprés inhalation de LPS
Systéme nerveux central
Effet antidépresseur Augmenté’ Augmenté
Durée de l'anesthésie médiée par les adrénoceptgurs Diminuée® Normale
Coeur
Effect chrono'grope de la signalisation b2 adrémgrgi Augmenté NA
dans les cardiomyocytes
Arythmies cardiaques induites par I'exercice Augmentées ND
Insuffisance cardiaque apres infarctus du myocarde Accélérée ND
Cardiomyopathie Oui ND

Table 6 : Phénotypes des souris invalidées pour PBE et PDE4B (PDE4D KO et

PDE4B KO). D'aprés (Beavet al, 2007).

ND : non déterminé ; NA : non affectd.es souris présentant un fond génétique mixte Ql29/C57BL/6
résentent 40% de létalité néonatale ; alors cquedaris KO de fond génétique pur C57BL/6 ne semnt\pas.
L'expression de plusieurs génes impliqués dawmsldton est diminué dans les ovaires de sourisfIDEO.

° Ces souris développent une hyper reactivité na&mes voies aériennes en réponse a la sérotdias.souris

PDE4D KO présentent un comportement anxiogéniquablytiquenormal, un comportement exploratoire e

une activité de locomotion normauk.La diminution de la durée de l'anesthésie médielgs récepteurs

adrénegiques,, est corrélée aux effets émétiques d'inhibiteurBEE4 chez 'homme.
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ll. Isolements cellulaire et culture primaire

Les expériences que nous avons menees sur les enodeimaux sont conformes aux
recommandations de la Communauté Européene (8&@EE&)/Journal Officieh® L358 du 18
décembre 1986) et avec ceux du comité local d'athifCREEA lle- de-France Sud) et du
décret frangais n°87-848 du 19 octobre, 1987 (dHWificiel de la République Francaise, 20
octobre 1987, pp. 12245-12248). Les autorisatiomsr gffectuer les expériences ont été
obtenues auprés du Ministere francais de I'aguceltde la péche et de I'alimentation (n° 92-
283, 27 Juin 2007).

1. Isolement des myocytes ventriculaires de rat adulte

1.1.Dissociation du coeur et culture des cellules

Afin de travailler dans les meilleures conditiores stérilité, toutes les solutions sont filtrées
(avec un filtre a pas de 0.22 um), le matérielidsetttion est autoclaveé et les godets ainsi que
les tuyaux de perfusion sont stérilisés. Les ratstM males (200-250 g) agés de 5 a 6
semaines sont anesthésiés avec du pentobarbitaim@g) par injection intra-péritonéale.
Apres avoir effectué une thoracotomie, le cceuraggtiement prélevé et mis dans la solution
de lavage froid¢solution A, Table 7) afin de le rincer de son sang et d’arréter legebeents
cardiaques. Cette étape permet aussi d’enlevem@seaux de poumons et de thymus
prélevés avec le coeeur afin de bien dégager I'aBrisuite le cceur est tres rapidement canulé
par son aorte sur un systeme de perfusion rétregtadype Langendorff a débit constant, qui
est placé sous une hotte a flux laminaire. Ledletteis sont alors éliminées.

La dissociation des cardiomyocytes ventriculairegast par perfusion rétrograde du coeur a
travers les coronaires, par une solution physigiegienzymatique. Ceci permet d’atteindre
tous les territoires cardiaques et de bien dig&xematrice extracellulaire, sans toutefois
altérer la membrane des cellules qui conservest kar intégrité.

La procédure se fait en 2 étapes en utilisantZisols constamment oxygénées et maintenues
a 37°C grace a un bain marie thermostaté : le estuput d’abord perfusé par la solution de
lavage A pendant 4 minutes a un débit constant dalLfnin, imposé par une pompe
péristaltique, permettant ainsi d’éliminer le saestant dans le systeme coronarien et dans les

cavités cardiaques. Il est ensuite digéré par ohgisn enzymatique BTable 7) contenant
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la collagénase A (1 mg/mL, Roche Diagnostics) éteeP0 et 25 uM de calcium libre. Cette
solution est perfusée pendant 1 heure, a un délgedusion de 4 mL/min.

A la fin de la digestion, le cceur est finement élicdtement découpé dans la solution C
(Table 7) contenant 20-25 uM de calcium. Cette dissociati@canique permet de libérer les
cellules du ventricule dans le milieu. Le mélangeansuite filtré et mis a décanter a 37°C.
Le culot obtenu est resuspendu dans la solutioh [ffaeé sous agitation lente (80 rpm). La
remontée calcique s’effectue progressivement euatajo du CaClpar palliers. Le premier
palliers calcique est & 75 puM de &t le second & 300 pM €aAprés décantation, le
surnageant est aspiré et le culot resuspendu das@ution D(Table 7) contenant 300 uM
Ca&* et 5 mg/mL de sérum d’albumine bovine (BSA), cé mermet de séparer les cellules
mortes des cellules vivantes par décantation periganinutes. Cette étape est répétée une

seconde fois avant de suspendre le culot cellutins le milieu de culture MTable 8).

Solutions (en mM)
A B C D
NacCl 117 117 117 117
KCI 57 57 5,7 5,7
NaHCO3 4.4 4.4 4.4 4.4
KH PO, 15 1,5 15 15
MgCl, 1,7 1,7 1,7 1,7
HEPES 21 21 21 21
Glucose 11,7 11,7 11,7 11,7
Créatine 10 10 10 10
Taurine 20 20 20 20
Collagénase A - 1 mg/mL - -
EGTA - 0,312 - -
ca’* libre - 0,02-0,025 0,02-0,025 0,3
BSA - - - 5 mg/mL
PRI Temperature | 7,1 7.1 7.1 7,6

Table 7: Composition des solutions nécessaires a thssociation de cardiomyocytes
ventriculaires de rat adulte. La concentration en GAlibre est ajustée pour chaque solution

considérée par ajout de Ca@l M, Sigma Aldrich) et mesurée par une électradmlcium
préalablement étalonnée.
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Milieu M1 Milieu M2
Milieu MEM (M4780, . .
: oui oui
Sigma)
HEPES 20 mM 20 mM
Pen|C|II|ne- 1% 1%
Streptomycine
SVF 2,5% -
pH Temperature 76 76
ambiante

Table 8 : Composition des milieux de culture utiliés pour la culture primaire des
cardiomyocytes ventriculaires de rat adulte.

1.2.Infection adénovirale

Les cellules sont maintenues en culture dans ureu{MEM : M4780 ; Sigma) enrichi en
acides aminés, vitamines, sels inorganiques etogiicLes cellules en suspension dans le
milieu M1 sont comptées a l'aide d’'une cellule deldésez puis réparties dans des boites de
Pétri ou dans des plaques de 24 puits contenanahedies de verres, préalablement traitées
avec 10 pg/mL de laminine (Invitrogen) afin de pettne 'adhésion des cardiomyocytes. Les
cellules sont ensemencées a raison de 10000 ceflateboite de 35 mm de diameétre pour les
expériences de FRET et d'imagerie en microscopidocale, 200000 cellules par boite de 50
mm pour les expériences de biochimie et 10000 leslipar lamelle de verre de 14 mm de
diamétre pour les expériences d'immunocytochimes hoites de 35 mm de diametre ont été
modifiées au laboratoire afin de réduire leur coatee a 400 uL, en percant leur fond et en
collant une lamelle de verre couvre-objet. Lesubtedl sont placées dans un incubateur 95%
0., 5% CQ, 37°C. Une heure apres, le milieu M1 est remplzex€300 pL de milieu M2

(Table 8) sans sérum de veau feetal (SVF) contenant ou hadémovirus.

1.3.Adénovirus utilisés

* Ad-AKAR3-NES (A-kinase activity reporter 3nuclear export signalet Ad-AKAR3-NLS
(A-kinase activity reporter 3 - nuclear localizati@igna), codant respectivement pour les

sondes FRET AKAR3-NES adressée au cytoplasme et RKNLS adressée au noyau
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(Allen & Zhang, 2006). Les caractéristiques de sengles sont données dans le chapitre lll,
paragraphe 3.2 de cette section.

* Ad-PKI (PKA Inhibitor) codant pour le peptide inftdur PKI de la PKA (Lumet al,
1999).

e Ad-11 (Inhibiteur 1) codant pour l'inhibiteur 1 da phosphatase de type 1 (EI-Armouee
al., 2003).

» Ad-p-galactosidase codant pour flagalactosidase. C’est une construction commerciale
(Cell Biolabs, Inc, USA).

Les adénovirus sont utilisés a différentes conagintis selon leur capacité d’infection et cela
peut aussi varier selon la protéine a surexpri@erdéfinit la multiplicité d’infection (MOI)
comme le nombre de particules virales actives gdule. La MOI optimale et la durée
d’expression protéique optimale sont déterminées pbtenir une expression de la protéine
dans pratiguement 100% des cellules. Dans nottérags les cardiomyocytes de rat adulte
sont infectés avec les adénovirus Ad-AKAR3-NES dtAKAR3-NLS avec une MOI 1000
pendant 24 heures ou une MOI 200 pendant 48 heluaespécificité de I'adressage de ces
sondes aux compartiments visés dépend non seulatadat concentration de I'adénovirus
utilisée mais aussi du temps d’expression de lg&pre. L’Ad-PKI est utilisé & une MOI 3500
en co-infection avec les adénovirus codant pourstegles AKAR3 adressées (MOI 1000)
pendant 24 heures. Les Ad-AKAR3-NES et Ad-AKAR3-NIsBnt utilises a MOI 200
lorsqu’ils sont co-infectés avec les Ad-I1 (MOl D)0et Ad$-galactosidase (MOI 1000)
pendant 48 heures. Les myocytes sont maintenusltemec(24 a 48 heures), en I'absence de
sérum afin de minimiser les effets de la différation cellulaire. Aprés 24 a 48h dans ces
conditions, les cellules possedent toujours lepeeistypique en « brique » et les striations

sont apparentes.

2. Isolement, culture et infection adénovirale des myaytes
ventriculaires de souris adulte

Comme pour les rats, la dissociation de cceurs dassest réalisée sous une hotte a flux
laminaire en utilisant un systeme de perfusionogiade de type Langendorff a pression
constante, des solutions préalablement filtréeestinstruments de dissection préalablement
stérilisés afin de maintenir les cellules en caltdans des conditions les plus aseptiques

possibles.
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Les souris agées de 3 a 6 mois sont anesthési€egaasion intrapéritonéale de pentobarbital
(0,15 mg/g). Le cceur est rapidement prélevé paiséptians une solution | froide sans'Ca
(Table 9) afin de le nettoyer et de le canuler par l'aorseemadante sous une loupe
binoculaire. Il est ensuite vite placé sur le sysede perfusion rétrograde de type
Langendorff a pression constante et perfusé pertlamihutes avec la solution | oxygénée, a
37°C. La dissociation enzymatique est réalisée gmfusion de la solution I{Table 9)
contenant 5 mg/mL de libérase Blenzyme (Roche Qisiigs), pendant 10 minutes a 37°C.
Le cceur est ensuite décroché et placé dans urteosdlli (Table 9) contenant 0,2 mM Cagl

et 5 mg/mL de BSA. Les ventricules sont séparés ateslettes, coupés finement et la
dissociation mécanique par aller-retour avec laetpgppermet de disperser les myocytes.
L’homogénat est filtré et laissé a décanter pend@nminutes a 37°C. Le surnageant est
ensuite éliminé et les cellules sont resuspendass kh solution IMTable 9) contenant 0,5
mM CaC} et 5 mg/mL de BSA et laissées a décanter pendamidutes a 37°C. Le culot
cellulaire est resuspendu dans la solution(Té@ble 9) contenant 1 mM Cagl Aprés la
derniere décantation, les cellules sont suspendaas le milieu de culture M1 (MEM :
51200 ; Gibco) (Table 10) contenant 1,8 mM G4 De méme que pour les cellules de rats,
les myocytes ventriculaires de souris fraichemealés sont comptés et déposés dans les
boites de Pétri traitées a la laminine (10 pg/ndLjaison de 10000 cellules par boite de 35
mm de diametre pour les expériences de FRET. Libslesesont ensuite placées dans un
incubateur 95% €) 5% CQ, 37°C pendant une heure. Aprés adhésion deseslli@ milieu
M1 est remplacé par 300 pL de milieu NlPable 10) sans SVF contenant de I'adénovirus.
Ces cardiomyocytes de souris adulte ont été irdestéc les adénovirus Ad-AKAR3-NES et
Ad-AKAR3-NLS avec une MOI 1000 pendant 24 heures.

Solutions (en mM)
I [l 1 v \%
NaCl 113 113 113 113 113
KCI 4,7 4.7 4.7 4.7 4,7
MgSO, 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2
KH ,PO, 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6
NaH,PO, 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6
HEPES 10 10 10 10 10
NaHCO3; 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6
Taurine 30 30 30 30 30
Glucose 20 20 20 20 20
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Libérase - 5 mg/mL - -
BSA - - 5 mg/mL 5 mg/mL
CaCl, - - 0,2 0,5 1
pH
Température| 7,4 7,4 7,4 7,4 7,4
ambiante

Table 9: Composition des solutions nécessaires adessociation de cardiomyocytes
ventriculaires de souris adulte

Milieu M1 Milieu M2
Milieu MEM (51200, . .
Gibco) oui oui
BDM (2,3-bgtaned|one 10 mM 10 mM
monoxime)
BSA 1 mg/mL 1 mg/mL
L-Glutamine 2mM 2mM
ITS (1X):
Insulin 10 mg/L 10 mg/L
Transferrin 5,5 mg/L 5,5 mg/L
Selenium 5 pg/L 5 ug/L
Pen|C|II|ne- 204 204
Streptomycine
SVF 5% -
pH Temperature 76 76
ambiante

Table 10 : Composition des milieux de culture de ecdiomyocytes ventriculaires de
souris adulte

lll. Technigues d’'imagerie

1. Principe de la fluorescence
Une molécule fluorescente (fluorophore) possedeprapriété d’absorber de I'énergie

lumineuse (lumiere d’excitation) et de la restituapidement sous forme de lumiere

fluorescente (lumiere d’émission). En effet, lorsga molécule absorbe un photon, elle
change de niveau d’énergie électronique et pas$étdefondamental SO a I'état excité S1.

Le retour de la molécule excitée a l'état fondammkemeut alors se faire de différentes

manieres. L'une d’entre elles est I'émission d’umofon, c’est le phénomene de fluorescence
(Figure 25A).
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Chaque fluorophore est caractérisé par ses longuBonde d’excitation et d’émission. En
excitation monophotonique, les photons émis onjotos une longueur d’onde plus grande
que les photons absorbés. Ce déplacement du spkatnession vers des longueurs d'onde
plus élevées, décrit par la loi de Stokes, estnéigsgour la séparation et la détection de la
lumiere de fluorescence délivrée par le fluoropt{gigure 25B).

Le principe de fluorescence est utilisé dans lesaacopes confocaux a balayage laser et les

microscopes a fluorescence.

Etat excité S1
A A\/\ FANFAN
Y VANAA
A
>
8 Absorption Fluorescence
g (excitation) (émission)
w
Etat fondamental SO h 4
B Déplacement de Stokes
A 489nm 52Inm
Excitation —#| Emission

Intensité de fluorescence

Longueur d'onde

Figure 25 : Diagramme de Jablonski simplifié (A) etléplacement du spectre d’émission
de la fluorescence (B)D’aprés (Szepetiukt al, 2011).

2. Imagerie en microscopie confocale

La microscopie confocale permet de réaliser depemwptiques au niveau de I'échantillon
observé et de n’enregistrer que I'image de fluaese émise dans le plan focal, ce qui
conduit a un gain de la résolution spatiale papodpa celle obtenue par microscopie a
fluorescence conventionnelle. En effet, le rayosetaexcitateur pénétre dans I'échantillon
marqué avec des fluorophores. Il y a alors émissienrayons lumineux provenant de
différents plans de la préparation. Grace a unhdéagpne variable ou « pinhole », qui élimine

le signal fluorescent provenant d’autres plansstl possible de sélectionner les rayons émis
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par un seul plan de préparation. Les rayons réfiéaimt filtrés en fonction de leur longueur
d’onde puis détectés par des photo-multiplicatdLessignal recu est enfin converti en signal

numerique contribuant a la création d’'une image.

La localisation subcellulaire des sondes AKAR3-NE$ AKAR3-NLS dans les
cardiomyocytes de rat adultes est visualisée parostopie confocale. Le suivi du niveau
d’expression de ces protéines dans le temps estéréar des cellules infectées avec les
adénovirus Ad-AKAR3-NES et Ad-AKARS3-NLS, utiliséhacun a MOI 200 et 1000. Pour
chaque condition, des acquisitions de I'émissiodad¥FP sont réalisés a différents temps
d’expression (18, 20, 24, 42, 45 et 48 heures apfestion), par le microscope confocal a
balayage laser Zeiss LSM 510 (plateforme imagegitulaire, IFR 141) et en utilisant un
objectif Plan Apochromat 63X a immersion huile. YBP est excitée par un faisceau laser
Argon a 488 nm. La lumiere émise est filtrée par filine Long Pass (LP) 530 nm.

L’épaisseur de la coupe optique est < 0,8 um.

Suite a l'acquisition récente d’un microscope coafd_eica SP5 par I'équipe d’Ana Maria
Gomez au sein de l'unité, ce microscope équipé dbjectif Plan Apochromat 63X a
immersion eau a été utilisé pour réaliser des @estoptiques sur des cardiomyocytes de rat
adulte fixés sur des lamelles de verre et immunqueés avec des anticorps dirigés contre les
sous-unités RI, Rl et Gx de la PKA. L'anticorps secondaire utilisé est déupu
fluorophore Alexafluor 488 (le protocole d'immunacghimie sera détaillé plus loin dans le
paragraphe V). Pour chaque condition, une sérigedgons optiques est acquise dans 'axe
vertical Z (Z stack), a l'intérieur de la cellulé &ec un pas compris entre 0,15 et 0,2 um.
L’épaisseur de chaque coupe optique est de 0,158Lpnfluorophore Alexafluor 488 est

excité par un laser Argon (488 nm). Le spectre @émn est mesuré de 495 a 610 nm.

3. Le transfert d’énergie de fluorescence par résonamgc
3.1.Principe
Le principe du transfert d’énergie de fluorescemae résonance (FRET, fluorescence
resonance energie transfert) a été décrit par éroest 1948. Il s’agit d’'un processus par

lequel I'énergie est transférée, de facon non tigdjad'un fluorophore dans un état excité (le
donneur) a un second fluorophore (I'accepteurhdrgie absorbée par le premier fluorophore
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est dissipée par émission de fluorescence de celaioins qu’il ne se trouve a proximité
d'un fluorophore accepteur. Un transfert d’énergie fluorescence du donneur vers
I'accepteur résultera des lors, en une diminutiorsiginal de fluorescence du donneur et en
une augmentation de I'émission de fluorescencéadedpteur. Les conditions requises pour
observer ce phénomeéne, sont définies par le reement du spectre d’émission du donneur
et du spectre d’excitation de I'accepteur, la distaentre les fluorophores considérés (<100
A) et une orientation appropriée des dipdles desttmn électroniqugFigure 26). Les
méthodes permettant de mesurer I'efficacité deramsfert sont donc particulierement bien
adaptées a l'étude des interactions entre macremlek Le FRET peut étre considéré
comme une regle spectroscopique permettant norreeat de colocaliser 2 macromolécules
avec une résolution supérieure a celle obtenuenpagerie de fluorescence, de mesurer la
distance entre 2 fluorophores, mais également codans notre cas, de mesurer des activités
enzymatiques d’intérét biologique.

A

YEFP

Abs. Em. Recouvrement
// spectral

Absorbance,
fluorescence

=

Excitation
436 nm

FRET :
10=d=<100 A
5 \

©) ¢

Donneur Receveur

Emission Emission
470 nm 529 nm

Figure 26 : Les conditions requises pour le FRET g@mple de FRET entre une CFP et
une YFP).Le transfert d’énergie a lieu entre deux fluorogsoliorsque le spectre d’émission
du donneur recouvre le spectre d’absorption decdpteur (A) et lorsque ces fluorophores
présentent une orientation et une distance (<10@vbrables (B).

3.2 Sonde FRET AKARS3 : rapporteur de I'activitée PKA

Dans cette étude, deux variants de la sonde AKAR3rtroduction, chapitre V, paragraphe

4.2), TAKAR3-NES et 'AKAR3-NLS, adressées respgement au cytoplasme et au noyau
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de la cellule, ont été utilisés dans le but d’éudt de comparer les modalités d’activation de
la PKA dans ces deux compartiments et au seinategomyocytes de rat adulte.

La sonde AKAR3-NES a été obtenue par ajout de lguesdce d’exclusion nucléaire
LPPLERLTL de la protéindREV de HIV1 (Ullmanet al, 1997) en région C-terminale. La
sonde AKAR3-NLS a été obtenue en rajoutant la s#rpiede localisation nucléaire
PKKKRKVEDA de I'antigéne T de SV40 (Makkerkt al, 1996) en région C-terminale
(Allen & Zhang, 2006).

3.2.Installation de FRET

Les cellules sont visualisées a I'aide d’un micopscinversé (Nikon) muni d’'un objectif a
huile de grossissement X40 relié & une caméra GQiwléd charge coupled camera, Cool
SNAP HQ2) commandée par un logiciel (Metafluor).sLeellules fluorescentes sont
sélectionnées et placées a I'embouchure du systimgerfusion externe contenant dans
chaque capillaire, une solution d’intérét. La CEPexcitée pendant 300 msec par une lampe
Xenon (100 W, Nikon) en utilisant un filtre de 420BP (Band Pass) ainsi qu’'un miroir
dichroique 455LP (Long Pass). Un séparateur d'iméDealView, Hamamatsu) équipé d’'un
miroir dichroique 510LP et de 2 filtres BP 480/3@ (pour la CFP) et 535/25 nm (pour la
YFP) permet de séparer les images CFP et YFP. Uisitign des images par la caméra se

fait toutes les 5 secondes. Toutes les imagesssarkées sur le disque dur.

3.3.Solutions et protocoles

Tout au long des expériences de FRET, les celkdas maintenues dans le milieu de Ringer
dont la composition est donnée Eable 11 Les différents agents pharmacologiques utilisés
et leur concentration sont présentés danbalale 12 L’isoprénaline (Iso) est appliquée de
facon maintenue (de 3 a 15 minutes) a la concemrate 1 uM, ou de facon breve (15
secondes) a la concentration de 100 nM. Pour l@guote des courbes concentration-réponse
obtenues avec les sondes AKARS, I'lso est applicuétes concentrations successives et
croissantes (0.1-1000 nM) de fagon maintenue j@sge’qu’un état stable soit atteint.

Les protocoles des expériences de FRET permettwvulder I'implication des PDEs et des

PPs dans la régulation des réponses de la PKA lagtojmue et nucléaire a une stimulation

B-AR sont donnés ci-dessous.
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* Une application breve dlso (100 nM, 15 secondes) effectuée en présence de
Cilostamide (1pM) ou de Ro 20-1724 (10 uM), inkehits respectifs des PDE3 et PDE4.
Chaque inhibiteur est appliqué de facon continenti{3@ minutes) et apres le pulse. Etant
donné que les inhibiteurs sont dissous dans deabél, les expériences controles (réalisées
en absence d’inhibiteurs) sont effectuées en pcésg'@éthanol.

* Pour les expériences réalisées en présence deel’akadaique (100 nM) ou de la
Cyclosporine A (5 uM), afin d’'inhiber respectiveniésn PP2A et la PP2B, les cellules sont
pré-incubées 1 heure a 37°C en présence de chaljbidur ou en présence du DMSO
pour les expériences contrbles. Ensuite, un pulse dst appliqué en présence de chaque
inhibiteur qui est maintenu pendant toute I'expgeee Afin de bloquer la PP2A mais pas la
PP1, la concentration de l'acide okadaique (100 aMdté choisie en se basant sur les
valeurs d’'IGo, déterminéesn vitro, pour l'inhibition de PP2A (1nM) et de PP1 (0.50.
1M) (Bialojan & Takai, 1988).

Composeé Concentration (en mM
HEPES 10
NacCl 121,6
Glucose 5
Na pyruvate 5
NaHCO; 4,013
NaH,PO, 0,8
KCI 54
CaCl; 1,8
MgCl, 1,8
pH 7,4

Table 11 : Composition du milieu utilisé lors des>gériences de FRET
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Agent pharmacologique Propriété Concentration Fourmsseur
ST : . . 100 nM ou 1pM . .
Isoprénaline (Iso) agoniste3-adrénergique ou 0,1-1000 mM Sigma Aldrich
H-89 dihydrochloride o . .
hydrate (H89) inhibiteur de PKA 10 uM Sigma Aldrich
L-858051 (L85),
analogue hydrosoluble Activation des AC 30 pM Sigma Aldrich
de la forskoline
3-isobutyl-1- L g _ _
methylxantine (IBMX) inhibition non spécifique de PDE 300 pM Sigma Adtiri
Cilostamide (Cil) inhibition de PDE3 1uM Tocris Bioscience
Ro 20-1724 (Ro) inhibition de PDE4 10 uM Calbiochem
Okadaic Acid (OA) inhibition de PP2A 100 nM Calbiochem
Cyclosporin A (CsA) inhibition de PP2B 5 uM Sigma Aldrich

Table 12 : Récapitulatif des agents pharmacologiqseutilisés et leur concentration

3.4.Analyses des données

L’intensité moyenne de la fluorescence de la YFBeela CFP est mesurée dans une région
d’intérét, comprenant la cellule entiere pour cejlé exprime AKAR3-NES et la région
nucléaire pour celle exprimant AKAR3-NLS. Le brdé fond est mesuré dans une région de
'image ne comprenant pas de cellule et soustrdiin@nsité de la CFP et de la YFP. Le
chevauchement des spectres d’émission de la CHP let YFP « bleed through » se traduit
par le passage d’'une partie de I'émission de la &ERvers le canal de détection de la YFP.
La proportion de ce bleed through dépend desdilirémission utilisés. Nous avons exprimé
la CFP seule dans nos cellules ce qui nous a pefsstimer que 50% de la fluorescence de
la CFP était mesurée dans le canal YFP. Le rapffeP{CFP corrigé est donc calculé comme
suit : [YFP-(0,5*CFP)]/CFP. Les résultats sont éx@s en % d’augmentation par rapport au
niveau basal. La réalisation de plusieurs expéegmu méme type permet de calculer des
valeurs moyennes du % d’augmentation YFP/CFP fedesirs standards (SEM). Les images
ratiométriques sont obtenues en utilisant un plgdié développé sur le logiciel ImageJ
1.46e (National Institutes of Health).

Les cinétiques d’activation de la PKA au niveaucgitoplasme et du noyau sont déterminées
par le calcul du temps mis pour atteindre la maigd’effet maximum {20 en utilisant le
logiciel Microsoft Excel. La moyenne (+tSEM) degd, est calculée pour chaque condition

testée.
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Les activations moyennes de la PKA cytoplasmiquenetiéaire en réponse a des
concentrations croissantes d’lso sont fittées erilisartt I'équation de Hill:
%YFP/CFP=R/(1+(EGy[ISO])"), ol 'ECsy est la concentration d’'lso ([Iso]) nécessaire
pour produire la moitié de la réponse maximalg.xEst I'effet maximal eh est le coefficient

de Hill. L’ensemble de ces parametres est déterpande logiciel Origin 6.

I\VV. Techniques biochimiques

1. Stimulation des cardiomyocytes

Les cardiomyocytes ventriculaires sont déprivesatem (milieu Il) pendant 24 heures apres
I'isolement, puis stimulés par un agoniste non téleles récepteurf-AR, l'isoprénaline

(ISO 100 nM) pendant 15 secondes et/ou 15 minuimss de but de mesurer la
phosphorylation des protéines CREB et MyBPC. Liadé la stimulation est effectué par

rincage des cellules avec du PBS froid.

2. Extraction des protéines totales des cardiomyocytes

Afin d'extraire les protéines totales, les celluBmt lysées a 4°C avec le tampon de lyse
HNTG contenant 50 mM Hepes pH 7,4, 400 mM NaClnM pyrophosphate de sodium, 1,5
mM MgCl,, 1 mM EGTA, 10% Glycérol, 1% Triton X-100, un ceak d’inhibiteurs de
protéases (Complete, Mini, EDTA-free) ein cocktail d’'inhibiteurs de phosphatases
(PhosSTOP, Roche). Les lysats cellulaires sontrifegés 15 minutes a 13000 g a 4°C. Les

surnageants contenant I'ensemble des protéinagaisdk sont aliquotés et congelés a -80°C.
3. Dosage des protéines

Le dosage des protéines est réalisé par la méBBde(acide bicinchoninique) en utilisant le
kit « SMART™ Micro BCA Protein Assay Kit XINtRON BIOTECHNOLOGY). Cette
technique, dérivée de la méthode du biuret, pedeehesurer des concentrations protéiques
en présence de détergents (comme les extraits HNEG)milieu alcalin, les ions Gl
contenus dans le réactif BCA réagissent avec lasnel peptidiques des protéines et sont
alors réduits en ions CulLe BCA a la propriété de se lier aux ions' Quour former un
complexe coloré (violet) qui est quantifiable ppectrophotométrie a la longueur d’'onde de

562 nm. L'intensité de la coloration est propontiglfe a la concentration en protéines totales
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dans I'échantillon dosé. Une gamme étalon de 1,23 jag est réalisée a partir d’'une solution
de BSA afin d'étalonner le dosage de protéines desgifférents extraits. L'absorbance
mesurée pour chaque échantillon sera ainsi repetteda droite étalon afin de déterminer

leur concentration protéique.

4. Western Blot

La technique de Western Blot permet la détectiofidentification de protéines spécifiques
au sein d’'un lysat cellulaire. Il est égalementgias d’évaluer le niveau de phosphorylation
de protéines d'interét par Western Blot. Au couesrbtre étude, nous avons utilisé cette
technique dans le but de détecter les sous-unitéRIRx et Gx endogénes de la PKA, de
vérifier la surexpression de la protéine I1 et tilesr le niveau de phosphorylation des
protéines CREB et MyBP-C dans les myocytes vengims de rat adulte. Les protéines
préalablement dénaturées, sont séparées selonmlasse par électrophorese sur gel de
polyacrylamide. Ces protéines sont ensuite traéetdepuis le gel vers une membrane de
PVDF (PolyVinyliDene Fluoride) afin de permettreutemarquage par des anticorps
spécifiques et leur détection par une derniérecétigorévélation.

4.1.Electrophorese dénaturante en gel de polyacrylamidéSDS-
PAGE)

Les protéines sont séparées en fonction de leudspaioléculaire par électrophorése
dénaturante en gel de polyacrylamide. 5 ug (P-CR&Bug (P-MyBPC) ou 50 ug (RI, Ril

Ca et I11) de protéines totales sont diluées dansampon de charge Laemmli (0,1% bleu de
bromophénol, 30 mM Tris-HCI pH 6,8, 2,584mercaptoéthanol, 1% sodium dodécyl sulfate
SDS, 10% glycérol) et incubés 5 minutes a 95°C. jhexéines sont alors dénaturées et
chargées négativement par le SDS gt-teercaptoéthanol. Les échantillons sont déposés sur
le gel d’électrophorése constitué d’'un premier dgelconcentration a 5% d’acrylamide (5%
acrylamide (acrylamide/bisacrylamide 30%, Sigm&% InM Tris-HCI pH 6,8, 0,1% SDS,
0,1% persulfate d’ammonium, 0,001% Temed), et worse gel de séparation a 6% (P-
MyBPC) ou 12% (P-CREB, RI, Ril Ca et 11) d’acrylamide (6%-12% polyacrylamide, 375
mM Tris-HCI pH 8,8, 0,1% SDS, 0,01% persulfate dmomium, 0,001% Temed). Les
échantillons sont concentrés dans le premier ged Baction d'un champ électrique de 80 V
pendant 30 minutes, puis séparés dans le secorsbgell’action d’'un champ électrique de
120 V pendant 1h30, dans un tampon de migrationm([®@5Tris Base, 200 mM glycine, 0,1%
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SDS). Un marqueur de poids moléculaires est dépbsmigre en méme temps que les

échantillons.

4.2. Transfert des protéines sur membrane

En fin d’électrophorése, les protéines sont tragsfe du gel de polyacrylamide vers une
membrane de PVDF (polyvinylidene difluoride, HybeRd (Amersham Pharmacia
Biotechnologies)) qui servira de support pour l'ibomomarquage. La membrane a été
préalablement activée par du méthanol et équilirgde un tampon de transfert (40 mM
Glycine, 25 mM Tris Base, 20% méthanol). Chargésgtpement, elle est mise au contact du
gel et retient donc les protéines chargées négadine Le transfert est effectué pendant 1h30
a 4°C sous l'action d’'un champ électrique de 120Raur vérifier la qualité du transfert, la
membrane est colorée avec du rouge Ponceau S (B&§®a) dissout dans 3% d’acide

trichloroacétique.

4.3.Immunomarguage et révélation

La membrane est saturée 1 heure avec 3% de BS@utdidans un tampon TBS-Tween (20
mM Tris Base pH 7,6, 0,14 M NacCl, 0,1% Tween 209tt€ étape permet de saturer les sites
non occupés de la membrane et de prévenir la dixation spécifique d’anticorps. Les
membranes sont ensuite incubées une nuit a 4°C #Heaticorps primaire dirigé
spécifiquement contre la protéine d’intérét (ofolane phosphorylée de la protéine d’intérét),
apres plusieurs lavages des membranes au TBS-Tvedles, sont incubées 1 heure a
température ambiante avec I'anticorps secondajeoppé, couplé a la péroxydase de raifort
(horseradish peroxidase, HRP). Les protéines d&htésont mises en évidence par
chimioluminescence. Les membranes ont été incubdams I'obscurité pendant 5 minutes
avec le substrat de la péroxydase (Kit SuperSigvedt Dura Chemiluminescent Substrate,
Thermo Scientific). Ce substrat est oxydé par Keme et émet un signal lumineux qui est
restitué en une image numérique par un analyseurage équipé d'une caméra CCD
(ChemiDoc XRS, Bio-Rad).

Pour les Western blots de P-CREB et de P-MyBPQnlembranes sont déshybridées avec la
solution Re-blot Plus (Millipore) afin d’éliminees$ anticorps accrochés. Apres une nouvelle
étape de saturation, la membrane est incubée avaouvel anticorps primaire dirigé contre

la calséquestrine (CSQ, protéine de référence seda marqueur de charge). Les étapes
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suivantes sont les mémes que celles décrites méduadnt : incubation avec I'anticorps

secondaire et révélation.

4.4. Analyse et quantification

Afin de mesurer la phosphorylation des protéineEBRt MyBP-C suite a la stimulation des
cellules avec I'lso (100 nM), lintensité des diéétes bandes est quantifiee par densitométrie
a lI'aide du logiciel Quantity One 1-D Analysis Sefire (Bio-Rad). Le rapport des intensités
des bandes P-protéine/CSQ est calculé pour chaqumition, et un pourcentage
d’augmentation de l'intensité par rapport au cdetrpermet de déterminer |'état de
phosphorylation de la protéine d’intérét dans lg®rentes conditions testées. Au moins 3
Western Blots différents sont réalisés pour chacpmdition et une moyenne + SEM est

déterminée.

4.5. Anticorps

Les anticorps primaires utilisés sont listés cisoes :

Anti-phospho-cAMP-Response-Element-Binding protéirCREB) : anticorps polyclonal
produit chez le lapin, dirigé contre la sérine pB®sphorylée de CREB, dilué au 1/1000 dans

la solution de saturatigiCell Signaling Technology

Anti-phospho-myosin binding protéine C cardiac (§BWC) : anticorps polyclonal produit
chez le lapin, dirigé contre la sérine 282 phosylkerde MyBPC, dilué au 1/3000 dans la

solution de saturatiofAlexis Biochemicals)

Anti-calséquestrine (CSQ)anticorps polyclonal produit chez le lapin, dirigéntre la
calséquestrine, dilué au 1/2500 dans la solutiosatigration (Affinity Bioreagents)

Anti-PKA [RI], Anti- PKA [RIl a], Anti- PKA [Ca] : anticorps monoclonaux produits chez la
souris, dirigés respectivement contre les sougsiiil, RIbi et Gx de la PKA, dilués au

1/1000 dans la solution de saturation (BD Biosasihc

Les anticorps secondaires utilisés sont les swgvant
Anti-lapin et anti-souris couplés a la péroxydadi®jés au 1/10000 dans du tampon TBS-

Tween (Santa Cruz Biotechnology)
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V. Détectionin situ des différentes sous-unités de la
PKA par immunocytochimie

L’immunocytochimie est une technique d'immunofllsrence qui permet de détecter et de
localiser, a I'aide d’anticorps spécifiques, unet@ine d’intérét au sein d’'une cellule entiere
perméabilisée et fixée. En effet, la protéine &tectée par un premier anticorps spécifique
qui sera a son tour détecté par un second anticanslé a une molécule fluorescente. Ici
'immunocytochimie est utilisée pour la détectiom ld localisation des sous-unités RI, @RlI

et Cu endogenes de la PKA dans le cardiomyocyte deditdtea Comme je I'ai décrit dans le
paragraphe I1.1.2, les cellules fraichement iso&#® ensemencées sur des lamelles de verres
préalablement traitées a la laminine puis placé&& & pendant 1 heure.

Apres adhésion, les cellules sont rincées 5 minatex du PBS, puis fixées par 4% de
paraformaldéhyde (PFA) pendant 5 minutes a tempé&ambiante. Une fois fixées les
cellules sont incubées 5 minutes avec 0,5 M,GlHbH 7,4 afin de neutraliser le PFA. Elles
sont ensuite perméabilisées avec 0,5% de TritordXX{dendant 20 minutes a température
ambiante, puis rincées 5 minutes avec une sol@36rBSA-PBS, avant de bloquer les sites
non spécifiques pendant 1 heure. Aprés cette élapxocage, les cellules sont incubées une
nuit a 4°C avec les anticorps primaires de sourigés spécifiguement contre les sous-unités
RI, Rlla et Gx de la PKA (BD Biosciences) dilués au 1/380dans du PBS. Ensuite deux
lavages de 5 minutes au PBS sont réalisés, avawuber les cellules 1 heure a température
ambiante avec I'anticorps secondaire de sourisaflear 488 (Invitrogen) dilué au 1/100%
dans du PBS. A partir d’ici toutes les étapes &aites a I'abri de la lumiere. De nouveau les
cellules sont lavées deux fois au PBS pendant titesret enfin les lamelles sont montées sur
des lames de verre avec le milieu de montage Mo{i@ M Mowiol 4-88 de Calbiochem,
0,03% Glyceérol, 133 mM Tris base pH 8,5). L'ageatdontage permet de minimiser la perte
progressive de fluorescence. Les lames sont ensiiteervées et séchées a I'obscurité et a
4°C pendant 24h, avant d’étre observées au migpesconfocal (Leica SP5). Des sections
optiques des échantillons sont obtenues avec wettifbiPlan Apochromat 63X a immersion

eau.
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VI. Analyses statistiques

L’ensemble des paramétres mesurés pour les expésiate FRET (% d’augmentation du
ratio CFP/YFP,#,0n) dans chaque condition testée, sont comparaila tu test statistique

t de Student bilatéral. La comparaison des courbesentration-réponse a I'lso obtenues
avec les sondes AKARS3, est réalisée par un tedtisleer. Les mesures des niveaux de
phosphorylation des protéines CREB et MyBP-C pastara blot, sont comparées par un test
de Kruskal-Wallis suivi d'un test de Mann-Whitneies différences sont considérées
significatives lorsque le test fournit un p<0,05, (H<0,01(**) et p<0,001(***), et non

significatives si p0.05.
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|. Regulation différentielle de I'activité de la protene
kinase A cytoplasmique et nucléaire par les
phosphodiestérases et les Ser/Thr phosphatases
dans les myocytes cardiaques

1. Introduction

La voie de 'AMPc/PKA joue un réle déterminant ddasrégulation neurohormonale de la
fonction cardiaque. Lors d’'une stimulati@rAR, la PKA régule, d'une part, la contraction
cardiaque en phosphorylant les protéines du coapkgitation-contraction comme les
canaux LTCC et RyR2, le PLB et les protéines catites Tnl et MyBP-C (Bers, 2002) et
d’autre part I'expression génique en phosphoryldes protéines nucléaires comme les
facteurs de transcription de la famille CREB outaiees histone déacétylases de classe Il
(Muller et al, 2000; Heet al, 2010; Back=t al, 2011).

Les niveaux d’AMPc résultent de la balance enteetivité des adénylate cylases et des
phosphodiestérases (PDESs). De plus, I'état de ploogiation des protéines cibles de la PKA
dépend de l'activité des Ser/Thr phosphatases (ERs)s le cceur, cing familles de PDEs
dégradent 'AMPc (PDE1-4 et PDE8) mais les plusadngntes sont les PDE3 et les PDE4
(Mika et al, 2012). Les principales PPs cardiaques sont PP2ARet PP2B (Herzig &
Neumann, 2000). En comparaison avec les connassaaccumulées concernant la
signalisation AMPc/PKA dans la régulation du CE@d@que, les données concernant cette
voie de signalisation au niveau nucléaire sonttéas.

Le premier but de cette étude était donc de compé&etivité de la PKA au niveau
cytoplasmique et nucléaire dans des myocytes caredgaadultes lors d’une stimulation de la
voie AMPc par différents moyens. Pour cela, jaireaours a une technique d’'imagerie de
fluorescence basée sur l'utilisation de sondes FREdées génétiqguement, dénommées
AKAR3 (A-kinase activity reportejs permettant de mesurer l'activité¢ PKA en tempal ré

dans des cellules vivantes. La version AKAR3-NE$esskEe au cytoplasme et la version
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AKAR3-NLS adressée au noyau, ont été utilisées poesurer les variations dynamiques de
I'activité PKA spécifiquement dans ces deux comipeents.

Dans une seconde partie de l'étude, je me suisesaée au rble des PDE3 et PDE4
(isoformes majeures cardiaques) ainsi que de PP2ARet PP2B dans la régulation de
I'activité PKA cytoplasmique et nucléaire, en répena une stimulatiofi-AR, sur des
cardiomyocytes ventriculaires isolés de rats adulte

2. Résultats

Les résultats de ce travail sont présentés danléaqui suit :

Differential control of cytoplasmic and nuclear prdein kinase A activity by
phosphodiesterases and Ser/Thr protein phosphatasgscardiac myocytes

Zeineb Haj-Slimane, Patrick Lechéne, Wito Richtéarco Conti, Ali EI-Armouche, Jin
Zhang, Rodolphe Fischmeister, Grégoire Vandecasteel

(Article soumis a Circulation Research)

110



Differential control of cytoplasmic and nuclear praein kinase A activity by

phosphodiesterases and Ser/Thr protein phosphatasgscardiac myocytes

Zeineb Haj-Slimane? Patrick Lechéne’? Wito Richter,® Marco Conti,?

Ali El-Armouche, Jin Zhang,®> Rodolphe Fischmeister;? Grégoire Vandecasteeft?

'INSERM, UMR-S 769, LabEx LERMIT, F-92296, Chaterdglabry, France;
Univ. Paris-Sud, IFR141, F-92296, Chatenay-MalaBrgnce;
3Department of Obstetrics, Gynecology, and RepradeiSciences, Center for Reproductive
Sciences, University of California, San Francisté, 94143, USA;
“Department of Pharmacology, University Medical @em@ottingen (UMG) Heart Center,
Georg August University Medical School, Gotting&grmany;
®Department of Pharmacology and Molecular Scientsisns Hopkins University School of

Medicine, Baltimore, Maryland, USA.

Running title: Cytoplasmic and Nuclear PKA Activity Cardiac Myocytes

Correspondence to:

Grégoire Vandecasteele (e-maitegoire.vandecasteele@u-psud.fr
INSERM UMR-S 769

Université Paris-Sud

Faculté de Pharmacie

5, Rue J.-B. Clément

F-92296 Chatenay-Malabry Cedex

France

Phone: +33-1-46.83.57.17

Fax 33-1-46.83.54.75

Subject codes: 138




Haj-Slimane et al Cytoplasmic and NuclREA Activity in Cardiac Myocytes 2

Abstract

Rationale: The cAMP-dependent protein kinase (PKA) medifitesirenergic {-AR) control
of cardiac contraction and gene expression but mmelear PKA is regulated in
cardiomyocytes is unknown.

Objective: To comparés-AR regulation of cytoplasmic and nuclear PKA aityiv

Methods and Results: Cytoplasmic and nuclear PKA activities were meagwréh targeted

A-kinase activity reporters (AKAR3) in adult ratrdeomyocytes-AR stimulation with
isoprenaline (Iso), adenylyl cyclase activationnwit858051 or phosphodiesterase (PDE)
inhibition with IBMX activated PKA with markedly siver kinetics in the nuclei than in
the cytoplasm. Consistently, Iso pulse (15 s) makynactivated PKA and myosin-
binding protein C phosphorylation in the cytoplaboi marginally activated PKA and
CREB phosphorylation in the nucleus. InhibitionRIDE4 but not PDE3 prolonged PKA
activation in both compartments. Cytoplasmic PKA&p@nses to Iso pulse were strongly
amplified in cardiomyocytes frorRdedb-deficient mice but modestly iRde4d-deficient
myocytes. In contrast, nuclear PKA responses wehareced in botlPdedb- and Pde4d-
deficient. myocytes. Protein phosphatase 1 (PPlpitidn with inhibitor-1 (I-1) or
protein phosphatase 2A (PP2A) inhibition with okadzcid (OA, 100 nmol/L) prolonged
AKARS3 phosphorylation in the cytoplasm, whereast@ro phosphatase 2B (PP2B)
inhibition with cyclosporine A (CsA, 5 pumol/L) hawb effect. I-1 dramatically potentiated
the nuclear response to Iso, whereas OA and CsAbadfect.

Conclusion: PDE4 and phosphatases shape different PKA respto$edR stimulation in
the cytoplasm and the nucleus of adult cardiomyescyOur results identify PP1 as a

major suppressor of nuclear PKA activity.
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Key Words: cAMP-dependent protein kinasecompartmentatiom 3'-5’ cyclic nucleotide

phosphodiesterasasSer/Thr protein phosphatasesiucleus

Non-standard Abbreviations and Acronyms

AC adenylyl cyclase

AKAP A-kinase anchoring protein

AKAR A-kinase activity reporter

AMVM adult mouse ventricular myocyte

ARVM adult rat ventricular myocyte

B-AR B-adrenergic receptor

C catalytic subunit of the cCAMP-dependent proteimase
cMyBP-C cardiac myosin-binding protein C

GPCR Gprotein-coupled receptor

-1 inhibitor-1 of phosphatase 1

LTCC sarcolemmal L-type GAchannel

OA okadaic acid

PDE cyclic nucleotide phosphodiesterase

PKA cAMP-dependent protein kinase

PPs Ser/Thr protein phosphatases

PLB phospholamban

R regulatory subunit of the cAMP-dependent prot@nmase
RyR2 ryanodine receptor 2

Tnl troponin |
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Introduction

The cAMP-dependent protein kinase (PKA) is crilicahvolved in the regulation of cardiac
function by catecholamines acting pradrenergic receptor§-ARs) as well as several other
hormonal and circulating factors acting througheot@; protein-coupled receptors &CRS).

In the absence of CAMP, the PKA holoenzyme is arogetramer composed of two catalytic
(C) subunits that are bound and inhibited by a diwmferegulatory (R) subunits. 8CR
occupancy leads to the activation of adenylyl cgeta(AC) which in turn produce an increase
in intracellular [cAMP]. Cooperative binding of cARMto the R subunits leads to the
dissociation and the activation of the C subunitsctv phosphorylate multiple protein targets
in various subcellular compartmeritén cardiac myocytes, the best described PKA target
belong to the excitation-contraction coupling psgéECC), and include the sarcolemmal L-
type C&" channel (LTCC), the ryanodine receptor (RyR2), sptmlamban (PLB), and the
myofilament proteins cardiac myosin-binding prot€iicMyBP-C) and troponin | (Tnb.

The velocity and specificity ¢f-AR regulation is due to the localization of the K
holoenzyme to its targets mediated by anchorinteprs (AKAPs§ and to the spatiotemporal
pattern of cAMP, which results from the interplagtween ACs and cyclic nucleotide
phosphodiesterases (PDEs), the latter being retiperisr cAMP degradatiofi.In addition,
PKA activity is counterbalanced by Ser/Thr proteirosphatases (PPshn cardiac myocytes,
PDEs that degrade cAMP belong to 5 major familRBE1-4 and PDE8)whereas the major
cardiac PPs are PP1, PP2A and PP2Bhibitor-1 (I-1) of PP1 becomes active when
phosphorylated by PKA at Thr35, and constitutesstabdamplifier of PKA signaling.

The development of genetically encoded indicatdrsAMP levels and PKA activity
has been instrumental in defining the spatiotermpcharacteristics of CAMP signals and

PKA activity elicited by GPCRs in living cardiac myocytes. The use of targetensors to
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various intracellular compartments revealed kiradtyc distinct CAMP signals and PKA
phosphorylation gradients up@rAR stimulation’® These studies also identified the cAMP-
specific PDE4 family as a major negative regulatocAMP generated b§-ARs.”**° Three
genes encoding PDE#deda, Pdedb andPde4d) are expressed in cardiac tissue, and recent
studies have emphasized the importance of PDE4BRIDE4D for 3-AR regulation of
cardiac ECC (reviewed if).

PKA regulates numerous other effectors in cardiagocytes, and notably the
transcription factors belonging to the cAMP-resmoakement binding protein (CREB) family
and class Il histone deacetylases (HDAC) 4 and %he nucleud™™® According to the
classical view of nuclear PKA signaling, the PKAldenzyme is outside the nucleus and
upon cAMP elevation, the C subunits cross the rmuct@velope by passive diffusion, which
is a slow proces¥:'®> However, recent evidence indicate that in HEK2@8s¢ a nuclear
resident pool of PKA exists but is isolated fromMR generated at the plasma membrane by
AKAP-anchored PDE4® In cardiac myocytes, it was reported that mAKARyéas PKA to
multiple subcellular compartments -including the leue’ and the nuclear membratfe.
Moreover, mMAKAP binds PDE4 which may control théeese of PKA C subunits into the
nucleus'® However, the modalities of nuclear PKA regulation cardiac myocytes are
virtually unknown. This issue is important givere ttole of the mAKAP complex and class I
HDACSs in the control of pathological cardiac hypephy*?* and of the CREB family of
transcription factors in multiple aspects of cacdianction, including cardiac action potential
shapé’, force-frequency relationsHi) contraction and relaxatiéh hypertrophy and
apoptosi&’, as well as the deleterious effects of chrgaidR overexpression in the hedft.

In this study, we compared the spatiotemporal dyos of cytoplasmic and nuclear
PKA activity in adult cardiac myocytes using reconamt PKA probes targeted to these

compartments. We found that PKA activation is cdesbly delayed in the nuclei compared
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to the cytoplasm upon eithBfAR stimulation, direct AC activation or global PDhibition.
Our results unveil the respective role of PDE3 BE4 and of PP1, PP2A and PP2B in the
differential integration of cytoplasmic and nucldiKA responses t@-AR stimulation. In

particular, we show that PP1 is crucial to courdtaibce PKA activity in the nucleus.

Methods

All experiments performed conform to the Europeasm@iunity guiding principles in the
care and use of animals (86/609/CEE, CE Off J 888l.18 December 1986), the local ethics
committee (CREEA lle-de-France Sud) guidelines, #mel French decree no.87-848 of
October 19, 1987 (J Off République Francaise, 2Qoksr 1987, pp 12245-12248).
Authorizations to perform animal experiments acoaydo this decree were obtained from
the French Ministere de I'Agriculture, de la Péeteale I'Alimentation (no.92-283, June 27,

2007).

Reagents

Isoprenaline (Iso), H-89 dihydrochloride hydrate8&), 3-isobutyl-1-methylxantine (IBMX)
and Cyclosporin A (CsA) were from Sigma Aldrich {{8aQuentin, France), L-858051 (L-
85), Ro 20-1724 (Ro) and Okadaic Acid (OA) werarirGalbiochem (Darmstadt, Germany),

Cilostamide was from Tocris Bioscience (Bristol, JUK

FRET-based sensors of cytoplasmic and nuclear PKActvity
Cytoplasmic and nuclear PKA activity were measuneth targeted versions of A-kinase
activity reporter 3 (AKAR3), a fluorescence resocamnergy transfer (FRET)-based sensor.

Cytoplasmic localization of AKAR3 was achieved bgdang a C-terminal nuclear export
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signal (AKAR3-NES) and a nuclear localization wésamned by adding a C-terminal nuclear
localization signal (AKAR3-NLS} Adenoviruses encoding these two sensors (Ad.AKAR3-
NES and Ad.AKAR3-NLS) were generated using the Foaer Adenoviral Expression

System (Invitrogen) according to the manufacturprigocol.

Adult Rat Ventricular Myocyte (ARVM) isolation

Male Wistar rats (200—-250g) were subjected to @hasm by intraperitoneal injection of
pentothal (0.1 mg/g), and hearts were excised hapiddividual ventricular myocytes were
obtained by retrograde perfusion of the heartsregiqusly describeé’ Freshly isolated cells
were suspended in minimal essential medium (M 47&Qma, Saint Quentin, France)
containing 2.5% fetal bovine serum (FBS, PAA Labarias, Les Mureaux, France), 1%
penicillin-streptomycin and 2% HEPES (pH 7.6) athakgd on 35 mm, laminin-coated glass
bottom culture dishes for FRET experiments*(t8lls/dish) oron 60 mm, laminin-coated
culture dishes for western blot experiments (2xdélls/dish). Myocytes werkeft to adhere

for 2 hin a 95% @ 5% CQ incubator-at 37 °C.

Adult Mouse Ventricular Myocyte (AMVM) isolation

Generation ofPdedb-deficient @de4b”’) and Pdedd-deficient Pde4d”™ mice has been
described previousl§? Three to six month-old wild type (WTRdedb™, andPde4d” males
with a mixed 129/0Ola (25%) and C57BL/6 (75%) backgrd were anesthetized by
intraperitoneal injection of pentothal (150 mg/kgnd hearts were quickly removed.
Ventricular myocytes were obtained by retrogradedemdorff perfusion of the heart as
previously describet Freshly isolated ventricular myocytes were suspdrid MEM (Gibco
51200) supplemented with 5% FBS, 2% penicillin{stoenycin, 0.1% BSA, 2 mmol/L L-

glutamine, 10 mmol/L 2,3-butanedione monoxime (BDMHd 1x Insulin Transferin
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Selenium (ITS) solution and plated on 35 mmol/Ltaxd dishes coated with laminin (10

ng/ml) at a density of 10cells/dish. The cells were left to adhere for@&B7°C

Adenoviral infection

The medium was replaced by 300 pL of FBS-free MEMtaining the Ad-AKARS3-NES or
Ad-AKAR3-NLS. In some experiments, PKA or PP1 wetecked by co-infecting the cells
with adenoviruses encoding a rabbit muscle PKARLitbi (Ad-PKIy*! or rat phosphatase
inhibitor-1 (Ad.I-1)*, respectively. Adenovirus encodifiegalactosidase (Afl-gal) was used

in control experiments. IRexperiments were done 24-48 h after cell isolati

Localisation of AKAR3-NES and AKAR-NLS by confocalmicroscopy

Images were acquired with a Zeiss LSM 510 confataloscope using a Plan-Apochromat
63x/1.4 oil-immersion objective. Cells were bathieda Ringer solution containing (in
mmol/L): NaCl 121.6, KCI 5.4, MgGI1.8, CaC] 1.8, NaHCQ4, NaHP0, 0.8, D-glucose 5,
sodium pyruvate 5, HEPES 10 (pH 7.4), at room teatpee (20-25°C), and YFP was excited
using the 488 nm line of an argon laser. Emittgdtlivas filtered with emission filter LP 530

nm.

FRET measurements of cytoplasmic and nuclear PKA aiwity

Cells were maintained in the same Ringer solut®mescribed above, at room temperature
(20-25°C). Images were captured every 5 s using4the oil immersion objective of an
inverted microscope (Nikon Instruments, ChampigmyMarne, France) connected to a Cool
SNAP HQ2 camera (Photometrics, Tucson, USA) coetloby the Metafluor software
(Molecular Devices, Sunnyvale, USA) . CFP was etitduring 300 ms by a Xenon lamp

(100 W, Nikon Instruments) using a 440/20BP filerd a 455LP dichroic mirror. Dual
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emission imaging of CFP and YFP was performed usinBual view emission splitter
equipped with a 510 LP dichroic mirror and BP fi#te480/30 nm and 535/25 nm,

respectively.

ARVM stimulation, protein extracts and Western blot analysis

ARVMs were incubated in FBS-free MEM containing 16M isoprenaline (Iso) for 15
seconds or 15 minutes. Stimulation was stoppedadsy éxchange of the Iso-containing
medium with 2 mL of cold PBSPAA Laboratories, Les Mureaux, FrancéRVMs were
lysed in cold HNTG lysis buffer containing (in mmigt Hepes (pH 7.5) 50; NaCl 400; Na-
pyrophosphate 10; Mggll.5; EGTA 1; Glycerol 10%, Triton X100 1% supplerted with
phosphatase inhibitor cocktail (PhosSTOP, Rodheylan, Francepnd a protease inhibitor
cocktail (Complete Mini EDTA-free, RochBleylan, France)The lysates were centrifuged at
13,000 g for 15 min at 4°C, and the supernatante wemoved and assayed for protein
concentration using bicinchoninic acid-protein r@agSMART™ Micro BCA Protein Assay
Kit, Intron biotechnologySouffelweyersheimFrance). Different amounts of total proteins
were determined to optimize the detection of endoge PKA substratghosphorylation.
Loading of 5 ug of proteins allowetktecting posphorylation otAMP response element-
binding protein (CREB), whereas 30 pg of proteimsewequired for myosin-binding protein-
C (cMyBP-C) phosphorylationFor Western blot analysigroteins were denaturated by
boiling in Laemli buffer, resolved by 6% or 12% SIP8GE, transferred to nitrocellulose
membranes, and stained with Ponceau S (Sigma Ald$aint Quentin, France). The
membranes were saturated with 3% bovine serum atband then incubated overnight at
4°C with the appropriate primary antibody. Phosptation of CREB at Ser133 and cMyBP-
C at Ser282vere detected using specific antibodies from Cgjh&ling Technology (Ozyme,

SaintQuentin, France) and frorAlexis (Covalab, Villeurbanne, France), respecivel
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Immunoreactive proteins were revealed using a QID,dilution of anti-rabbit 1gG
peroxidase conjugate antibodies (Santa Crhdejdelberg, Germany) for 1 h at room
temperature, and were visualized w8bperSignal West Dura Extended Duration Substrate
(Thermo Fisher scientific, lllkirch, France). Theembranes were stripped with Reblot plus
Strong solution (MilliporeMolsheim, Franceand reprobed with a specific antibody against
calsequestrin (CSQ, Affinity BioReagents, Thermshier scientific, lllkirch, France) used as

a loading control.

Data analysis

For FRET measurements, average fluorescence ityemss measured in a region of interest
comprising the entire cell or nuclei of the celadgground was subtracted and YFP intensity
was corrected for CFP spillover before calculatimg ratio. Ratio images were obtained with
ImageJ software (National Institutes of Health, YSAverage time course of the ratio
represents the mean of all the cells measuredjimesm experimental condition. The data were
normalized to the ratio measured before the stimalud expressed as percent change over
basal. The kinetics of PKA activation was deterrdiry calculating the time required to
reach half maximal effecti(top) using Microsoft Excel software. The concentratiesponse
curves (CRC) for the effect of Iso on cytoplasmianaclear PKA activity were fitted to the
Hill equation: %YFP/CFP=g./(1+(EG/[Iso])") where EGy is the Iso concentration ([Iso])
required to produce half-maximal stimulation, Eis the maximal effect, and the Hill
coefficient. All these parameters were determin@dgiOrigin 6 software (Microcal Software
Inc, Northampton, USA). Values are expressed anme8EM. Paired Studentistest was
used for statistical evaluation within the sameugroWhen two groups were compared,
unpaired Student’stest was used. Western blot data were comparedimitbkal-Wallis test

followed by Mann-Whitney test. CRC were comparedHmher test. A difference with a p-
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value <0.05 was considered as statistically sigaift. Densitometric analyses of Western

blots were performed using Quantity one softwarie-f®ad, Marnes-la-Coquette, France).

Results

Real time measurements of cytoplasmic and nuclearKA activity in living adult rat
ventricular myocytes

Previous studies have shown that A-kinase activigporiers (AKAR) allow reliable
measurements of PKA activity in cardiac myocyt&sTo measure PKA specifically in the
cytoplasm and in the nuclei of adult rat ventricutayocytes (ARVMs), we used two AKAR3
derivatives obtained by adding a C-terminal nuclegport signal (AKAR3-NES) and a
nuclear localization signal (AKAR3-NLS), respectivé’ Adenoviruses were generated to
express these sensors in ARVMs and YFP emissiogamavere acquired by confocal
microscopy to examine their subcellular localizatidAs shown in Figure 1A, myocytes
infected at a multiplicity of infection (MOI) of @Q0 active viral particles per cell during 24 h
showed AKARS3-NES expression in the cytoplasm but mothe nuclei. AKAR3-NLS
expression could be detected slightly earlier (L&hhe nuclei and was excluded from the
cytoplasm (Figure 1B). However, this specific lozalion was dependent on the time of
expression and was completely lost at 48 h, unkbes MOl was reduced to 200
(Supplemental Figure 1). In order to test the fiomality of AKAR3 in each compartment,
cells infected with Ad.AKAR3-NES or Ad.AKAR3-NLS aMOl 1,000 for 24 h were
stimulated with thep-AR agonist isoprenaline (Iso, 1 pmol/L) and thePCBnd YFP
fluorescence were measured simultaneously in theearell for AKAR3-NES and in the two
nuclei for AKAR3-NLS (Figure 1C and 1D). As shown the graphs and the corresponding

pseudocolor images, Iso strongly increased the &FP/ratio in the cytoplasm as well as in
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both nuclei. The average change was significaatigdr in the cytoplasm (+38.6% = 2.1) than
in the nuclei (+20.4% = 2.1, p<0.001) and both wabelished by application of the PKA
inhibitor H89 (10 umol/L) or by co-expression ottpeptide substrate inhibitor PKI (Figure
1E and 1F). In the absence of Iso, neither H89RKdrhad any effect on the basal YFP/CFP
ratio in the cytoplasm or in the nuclei (data nbbwn). To further characterize PKA
activation byp-AR stimulation in the two compartments, concemraresponse curves
(CRC) to Iso were generated. Figure 2A shows a@mxperiment in a myocyte expressing
AKAR3-NES and exposed to increasing concentratioh$so between 0.1 nmol/L and 1
pmol/L. The YFP/CFP emission ratio increased im@centration-dependent manner until 30
nmol/L Iso, and the effect was fully reversible npgashout. Figure 2B compares the average
CRC obtained in the cytoplasm (black squares) artié nucleus (white squares). Hill fit of
the data yielded apparent maximal effectg,(Fof +46.1+ 2.1% and +27.& 6.2%, and half-
maximal activation values (&g of 1.8+ 0.3 nmol/L and 4.2 1.0 nmol/L in the cytoplasm
and the nucleus, respectively. The two curves vetatistically different as indicated by
Fisher test (p<0.001). When CRC to Iso were repeatéRVMs infected with Ad.AKAR3-
NES or Ad.AKAR3-NLS at MOI 1000 during 48h and tthe@orescence was measured in the

entire cell, these differences were no longer olexe(Supplemental Figure 2).

Kinetics of PKA activation in the cytoplasm and inthe nucleus of cardiac myocytes

In addition to these steady state differenceskietics of PKA activation was much faster in
the cytoplasm than in the nuclei upp#R stimulation (Figure 3A and B). Indeed, with |so
half maximal PKA activation {t.) was reached after ~30 s in the cytoplasm, wheiteas
required ~3 min in the nucleus (Figure 3B). Thifedence was also observed upon direct AC
activation with the hydrosoluble forskolin analogu@58051 (L-85, 30 umol/L, Figure 3C

and 3D) or upon global PDE blockade with IBMX (3@fol/L, Figure 3E and 3F). In both
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compartments the response to Iso was faster tleareiponse to L-85 and to IBMX, and in
the case of L-85, the maximal nuclear PKA activai{638.8 + 1.5%) was significantly higher
than that obtained with Iso (+21.4 + 2.4%, p<0.@@dsus L-85) or IBMX (+22.1 + 3.1%,
p<0.01lversusL-85).

In a next series of experiments, we compared ffieeteof a transienf-AR stimulation
(Iso, 100 nmol/L, 15 s) similar to those elicitegld startle response. As shown in Figure 4A,
this induced a maximal activation of PKA in the aptasm (+49.7+2.0%, P<0.001), but a
marginal increase in the nuclei (+3.2+0.9%, P<Q.@lmilar differences were observed when
comparing the phosphorylation by PKA of the myafikent protein cMyBP-C at Ser282 with
that of the nuclear transcription factor CREB atr1l38. cMyBP-C was significantly
phosphorylated upon a short (15s) Iso stimulatligyre 4C) while CREB was not (Figure 4
D). Prolonging the Iso application to 15 min did t nturther increase cMyBP-C
phosphorylation (Figure 4C), but significantly irased CREB phosphorylation (Figure 4D).
These results suggest that the PKA-dependent tegulaf contractility can be dissociated

from that of gene expression during sHBAR stimulation.

Regulation of cytoplasmic and nuclear PKA activityin cardiac myocytes

We next sought to characterize the regulatory mashe governing PKA activation in the
two compartments. We have shown previously that PBid PDE4 account for the majority
of CAMP-hydrolyzing activity in ARVMs and that PDEg predominant in the degradation of
cAMP generated bg-ARs at the plasma membrane and in the cytopfa8ritherefore we
examined the respective contribution of these PidBbe regulation of PKA activity in the
cytoplasm and in the nuclei in respons@48R stimulation using the specific PDE3 inhibitor
cilostamide (Cil) and the specific PDE4 inhibitoo R0-1724 (Ro). ARVMs overexpressing

AKAR3-NES and AKAR3-NLS were briefly exposed to 1600 nmol/L, 15s) in the
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presence of Cil (1 umol/L) or Ro (10 umol/L). Eaohibitor was applied during 3 minutes
before the Iso pulse and continuously after. NeitRe alone nor Cil alone had an effect on
the basal YFP/CFP ratio (data not shown). As itated in Figure 5, PDE3 inhibition with Cil
did not modify cytoplasmic or nuclear PKA activatiby Iso (Figure 5A and 5B), whereas Ro
greatly prolonged PKA activation in the cytoplastin = 3.4 £ 0.2 minyversus 1.7 = 0.1
min, for Iso alone, p<0.001) and in the nuclei (Fegg5C and 5D). To evaluate the respective
contribution of PDE4B and PDEA4D isoforms in the ttohof cytoplasmic and nuclear PKA
activity, we infected adult mouse ventricular mywsy (AMVMS) isolated fromPdedb-
deficient @Pdedb”) and Pdedd-deficient Pde4d”) mice®® with Ad.AKAR3-NES or
Ad.AKAR3-NLS. As shown in Figure 6A, the responsel$o pulse in the in the cytoplasm
was slightly prolonged ifPde4d” compared to WT myocytesift o = 2.4 + 0.3 min, in
Pde4d” versus 1.5 + 0.2 min, in WT, p<0.05). IRdedb” myocytes, the amplitude of the Iso
effect was significantly increased (+44.6 + 1.986sus +34.1 + 1.8% in WT, p<0.001) and
the duration of the decay phase was doubled compar®/T (/2 o= 3.3 £ 0.4 min, P<0.001
versus WT, Figure 6C). These results suggest that PDEABh@ dominant PDE4 isoform
controlling PKA activation in the bulk cytoplasnm the nuclei, similarly to what we observed
in ARVMs, Iso pulse stimulation had virtually nofett on PKA activity in WT AMVMs
(+1.0 + 0.5%, P<0.01, Figure 6B). However, in b&tiedb” and Pde4d” myocytes, Iso
stimulation increase@-fold nuclear PKA activity (+4.5+0.8% fdPde4b”, P<0.001versus
WT and +3.8+0.9% foPdedd™”, p<0.05versus WT, Figure 6B and 6D). Thus, both PDE4B

and PDEA4D regulate the extent of PKA activatiothie nucleus.
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Contribution of Ser/Thr phosphatases to the regulabn of cytoplasmic and nuclear PKA
responses in ARVMs

In cardiac myocytes, PP1 and PP2A are the majofTBermrotein phosphatases that
counterbalance PKA activity. To assess the coriohwf these PPs to the modulation of the
cytoplasmic and nuclear PKA responses, FRET exmarisnwere performed in ARVMs
expressing AKAR3-NES or AKAR3-NLS exposed to Isdgeu(100 nmol/L, 15 s) in the
presence of inhibitor-1 (I-1) to selectively inhid?P1 or okadaic acid (OA) used at a
concentration of 100 nmol/L that preferentially iiits PP2A% In addition, a potential role
for PP2B (calcineurin) was investigated using cgptmrin A (CsA, 5 pmol/L) which
specifically inhibits PP2B. I-1 was coexpressethviKAR3-NES or AKAR3-NLS, whereas
OA and CsA were preincubated during 1 h at 37°QJ amere present throughout the
experiment. As shown in Figure 7A, I-1 prolonged ®&KAR3 response to Iso pulse in the
cytoplasm ({2 o=2.5 £ 0.2 minversus 1.3 = 0.1 min for Iso alone, p<0.001). A simildfeet
was observed with OA( ++=3.0 £ 0.3 minversus 1.5 = 0.1 min, for Iso alone, p<0.001,
Figure 7C) whereas CsA had no effect (Figure 7&)thie nucleus, neither OA nor CsA
modified the phosphorylation of AKAR3-NLS induced Iso (Figure 7D and 7F). This is in
contrast to I-1, which considerably potentiated iR response in this compartment (Figure
7B, the FRET ratio increased from 2.3 £ 0.7% far il control cells to 16.1 £ 2.3% in cells
overexpressing I-1, p<0.001). These results indichat PP1 and PP2A contribute to the
termination of theB-AR response in the cytoplasm, whereas PP1 is thernphosphatase

counteracting PKA activity in the nucleus.



Haj-Slimane et al Cytoplasmic and NuclRKA Activity in Cardiac Myocytes 16

Discussion

A-kinase activity reporters (AKARSs) targeted to ieais subcellular compartments have
proven useful to analyse the spatiotemporal dynsmicPKA regulation in different cell
types. Here, we applied this methodology to stugdgmasmic and nuclear PKA activation in
terminally differentiated adult cardiomyocytes. Whexpressed in ARVMs, AKAR3-NES
and AKAR3-NLS displayed similar features as in HBRXells?>’ Specific localization was
observed at low to moderate expression levelspadth it was lost at high expression levels
probably because the nuclear import and exporesysbecame saturated. In agreement with
their improved dynamic rande AKAR3 sensors displayed large FRET variationeesponse
to cAMP-raising stimuli, which were specific for RKand fully reversible upon withdrawal
of the stimulus. Comparison of the CRC to Iso oi#di with the differentially targeted
sensors indicates thftAR stimulation activates PKA more efficiently antbre potently in
the cytoplasm than in the nucleus (Figure 2). TikS8erences were not observed when the
specific localization of the sensors was lost, tHamonstrating that they reflect real spatial
differences in PKA activation rather than differgnbperties of the targeted probes.

Direct stimulation of AC with L-85 or global PDEnhibition with IBMX also
activated cytoplasmic and nuclear PKA (Figure Bdependently of the way we used to
elevate cAMP, the kinetics of PKA activation wer@ich slower in the nuclei than in the
cytoplasm, as previously reported in model celedth and primary neuron®. The slow
nuclear responses are compatible with activatioRkA holoenzyme in the cytoplasm and
slow translocation of the C subunits to the nublepassive diffusion®*>As a result, a short
B-AR stimulation maximally activated PKA and cMyBPghosphorylation in the cytoplasm

but marginally activated PKA and CREB phosphorgiatin the nuclei (Figure 4). These
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results demonstrate thB4AR signals are differentially integrated in thés® compartments
of adult cardiac myocytes and raise the questidhe@Mmolecular mechanisms involved.

Our finding that PDE4 inhibition strongly proloryei-AR stimulation of PKA
activity in the cytoplasm, whereas PDE3 had no otffées consistent with the relative
contribution of these two PDE families to CAMP dadgtion in the cytoplasm of ARVMs
following a shortp-AR stimulation’ Analysis of cardiomyocytes frofde4b” and Pde4d”
mice further indicate that PDE4B plays a predomirraie over PDE4D to modulai@ AR
stimulation of cytoplasmic PKA. The minor contrilant of PDE4D is somewhat surprising
given the reported potentiation of-AR-stimulated contraction rate in neonatal
cardiomyocytes fronfPde4d” but notPde4b” mice*” and the interaction of multiple PDE4D
variants withB-AR signalling and ECC in heattin particular, it was proposed that PDE4D
controls the phosphorylation of Ry&2but seé®) and phospholambdh® whereas PDE4B
preferentially regulates the LTCC curréfffhe AKAR3-NES sensor used here reports PKA
activity in the bulk cytoplasm, and thus the relatparticipation of PDE4B and PDEA4D to the
regulation of global, cytoplasmic PKA activity. The®ntribution of these isoforms to the
regulation of PKA activity may be different in tlpecific microdomains involved in ECC
regulation. The present results are in agreemetit aviprevious study in neonatal cardiac
myocytes, where a dominant negative form of PDE#&B2 not of PDE4D5 prolonged the
cAMP transient elicited bj-AR stimulation?

PDE3 and PDE4 represent the major PDE activihesardiac nuclei, and are mainly
localised at the nuclear enveloffeHere we show that PDE4 but not PDE3 controls raucle
PKA activation following shorp-AR stimulation. Results in cardiomyocytes fraPdedb”
and Pde4d” mice further indicate that both the lack of PDE4BR®DEA4D enhanced nuclear
PKA responses td3-AR stimulation. In HEK293 cells, PDE4 inhibitionraimatically

accelerated the nuclear PKA response to a maimtapplication of forskolin, implying that
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PDE4 inhibition uncovered a nuclear pool of PKA tmese cells® Although the pulse
stimulation used here did not allow unambiguougmeination of the onset kinetics, our data
suggest that PDE4 inhibition did not acceleratelegarc PKA activation as observed in
HEK?293 cells (Figure 5). Our results suggest thdifferent arrangement of components may
be present in cardiac myocytes, with PDE4B and HDMb&ing located at the nuclear
envelopé®®® and controlling the extent of C subunits releaspdn p-AR stimulation and
transferred into the nucleus from an extranucleal pf PKA holoenzyme. Alternatively, the
effect of PDE4 inhibition on a nuclear pool of PK#ight not be readily observable in cardiac
myocytes because of the presence of additional siveam mechanisms that suppress the
consequences of nuclear PKA activation.

In addition to PDE4, our results indicate thatatiént Ser/Thr PPs affect the dynamics
of B-AR PKA responses in the cytoplasm and the nudearpartments (Figure 7). Both PP1
and PP2A participate to the terminationpfeAR PKA responses in the cytoplasm, whereas
only PP1 inhibition potentiateffAR PKA responses in the nuclei. The predominarideRi
and PP2A in terminatin-AR PKA responses in the cytoplasm is consistett wieir major
role in controlling the phosphorylation status o€C& proteins and in counteracting the
functional effects op-AR stimulation in cardiac myocyt8$:****In contrast, PP2B inhibition
had no effect, suggesting a minor participatiorcatineurin tof-AR PKA responses in the
bulk cytoplasm and in the nuclei. A more importaatticipation of PP2B might occur in
pathological contexts such as cardiac pressurdeacerhypertrophy where PP2B is
activated'® In agreement with this hypothesis, it was reportedt PP2B blunt$3-AR
phosphorylation of PLB in spontaneously hypertemsats’’ Moreover, whereas PP2B is not
detected in the nuclei in the normal heart, itlsady localized in this compartment in the

diseased myocardiuffi.
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Although in cardiac myocytes PP2A was reportedb& present at the nuclear
envelopé® and to be enriched in nuclear specKle®P2A inhibition failed to modify the
small PKA response observed in the nucleus uport 8f8R stimulation. This suggests that
PP2A has a minor role in counteracting nuclear P#&tivation in response t@-AR
stimulation. However, it is now appreciated thatleuare complex organelles organized in
multiple microdomaing® Therefore, we cannot exclude that the lack of ctfief PP2A
inhibition is due to this phosphatase acting inmaidbear compartments that are not readily
accessible to the AKAR3-NLS reporter. Alternativetiie lack of consequence of PP2A
inhibition might reflect the predominance of PPlctmtrol nuclear PKA responses up@n
AR stimulation. Interestingly, inhibition of PP1thil-1 led to a dramatic increase in nuclear
PKA activity in response tf-AR stimulation (Figure 7). During a brief (15 g)pdication of
Iso in the presence of I-1, nuclear PKA peaked iwiffi.5 min to a level[(16% increase in
YFP/CFP ratio) which was similar to that reachedli® min during a maintained application
of Iso in the absence of I-1 (compare Figure 3A @BJ. This apparent faster kinetics of
nuclear PKA activation in the presence of I-1 doeseasily fit with the hypothesis that the
entry of the C subunits of PKA into the nucleusresgnts the only rate-limiting step. Rather,
it may indicate that a nuclear pool of PKA existsardiomyocytes, as recently demonstrated
in HEK293 cells'® In support of this model, the regulatory subupit$KA were previously
detected in the nuclei of adult rat cardiomyocytgsmmunocytochemistry**

In summary, our results demonstrate tHaAR stimulated PKA activity is
differentially regulated in the cytoplasm and thelei of adult rat ventricular myocytes, and
unveil the respective role of PDE4 variants and PPhis process. We show that PP1 is a
critical negative regulator of nuclear PKA in respe toB-AR stimulation, and this should
have important functional consequences for therobof nuclear PKA targets such as CREB

and class Il HDACs, which are involved in pathotzdi cardiac remodelling and in the
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adverse effects of chronip-AR stimulation??® In the future, it will be of interest to
determine whether the PKA holoenzyme is preserthénnucleus of cardiac cells, and to
establish the molecular nature of the nuclear PRL dppose PKA in cardiac myocyfgs?
We have shown previously that PDE4B but not PDE4DRiecreased in pressure-overload
cardiac hypertroph§, whereas Ser/Thr PPs are generally increased seaskd
myocardium?*®>* Therefore it will be also of interest to examinewhthese modifications

alter the control of subcellular PKA pools in dised cardiac myocytes.
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Figure 1: Subcellular localization of AKAR3 and meas  urements of cytoplasmic and nuclear
PKA activity in ARVMs. A and B, Confocal YFP images of ARVMs infected with Ad.AKAR3-NES (A)
and Ad.AKAR3-NLS (B). Scale bars indicate 10 um. C and D, Representative time course of the
YFP/CFP ratio upon 3-AR stimulation by isoprenaline (Iso, 1 pmol/L) alone and after addition of the
PKA inhibitor H89 (10 pmol/L) in myocytes expressing AKAR3-NES (C) or AKAR3-NLS (D). Pseudo-
color images of the YFP/CFP ratio were recorded at the times indicated by the letters on the graphs.
E and F, Mean variation (xSEM) of the YFP/CFP ratio upon 1 umol/L Iso stimulation alone or after
addition of H89 or in the presence of PKI in ARVMs expressing AKAR3-NES (E) or AKAR3-NLS (F).
PKI was overexpressed by adenoviral infection. In E, the numbers above the bars indicate the number
of cells. In F, the first number above the bars indicates the number of nuclei and the second indicates
the number of cells. Statistical significance is indicated as ***, p<0.001 versus control; $$, p<0.01
versus Iso; $$$, p<0.001 versus Iso.
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Figure 2: Cumulative concentration-response curves (CRC) of cytoplasmic and nuclear PKA

activity in response to Iso in ARVMs. A, Typical time course of the YFP/CFP ratio in response to
increasing concentrations of Iso in a myocyte expressing AKAR3-NES. Each Iso concentration was
applied during 5 minutes, as indicated by the solid lines. Pseudo-color images depict the variations of
the YFP/CFP emission ratio at each Iso concentration. B, Comparison of the average effect of Iso on
cytoplasmic (black squares) and nuclear (white squares) PKA activity. N refers to the number of cells,
n refers to the number of nuclei. The curves were fitted to the Hill equation. Values are means + SEM.
Statistical significance is indicated as ***, p<0.001.
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Figure 4: Comparison of cytoplasmic and nuclear PKA responses upon brief B-AR stimulation

in ARVMs. A and B, Average time course of cytoplasmic and nuclear PKA activity induced by Iso
(100 nmol/L, 15s) in ARVMs expressing AKAR3-NES (A) and AKAR3-NLS (B). C and D,
Phosphorylation levels of cMyBP-C at Ser282 (C) and CREB at Ser133 (D) in ARVMs treated or not
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of independent experiments. Statistical significance between control and Iso conditions is indicated
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A CYTOPLASMIC PKA B NUCLEAR PKA

0. 607 IS0 i 207 Iso

LLIS - = |so alone (N=20) O a = Iso alone (N=19, n=32)

= 907 = |so + Cil (N=17) E 161 » |so + Cil (N=15, n=26)

L

> > 12]

e g 4. ':;u:;' —

[8) c ey, = il

£ — O_ "t[{"--l!'ﬂ',..;:'.....‘..._"li'_"'.'ﬂ'r_'f-:; .

o T g T T T T - e

S 3 0 1 2 3 456 7 8 9

Time (min) Time (min)

CYTOPLASMIC PKA NUCLEAR PKA

Q. 607 Iso a 20qls0

3 50 ™ = Iso alone (N=20) ) " - Iso alone (N=19, n=32)

o R, " SO * RO (N=19) a 167 = IS0 + Ro (N=14, n=21)

>_ 40 ‘‘‘‘‘ ) >_ 12-

£ 301 £

2 o0 3

g2 5

5 107 5

£ 4 : £

S "0 12 3456 7809 2

Time (min)

Figure 5: Role of PDE3 and PDE4 in the regulation o  f cytoplasmic and nuclear PKA activity in
ARVMs. A and B, Effect of PDE3 inhibition with 1 pmol/L cilostamide (Cil, black squares) on
cytoplasmic (A) and nuclear (B) PKA responses to Iso (100 nmol/L, 15 s) in ARVMs expressing
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in ARVMs expressing AKAR3-NES and AKAR3-NLS, respectively. Cil or Ro were applied 3 minutes
before the 15 s pulse of Iso and then maintained throughout the experiments. Solid lines indicate the
effect of Iso alone. Each symbol on the graphs represents the mean + SEM.
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Figure 6: Role of PDE4B and PDE4D isoforms in regula ting cytoplasmic and nuclear PKA

activity in adult mouse ventricular myocytes (AMVMs) . A and B, Iso (100 nmol/L, 15s)-induced
activation of PKA in the cytoplasm (A) and the nuclei (B) of ventricular myocytes from wild-type (WT,
solid lines) and PDE4D-deficient (Pde4d-/-, black squares) AMVMs. C and D, Iso (100 nmol/L, 15s)
induced activation of PKA in the cytoplasm (C) and the nuclei (D) of ventricular myocytes from wild-

type (WT, solid lines) and PDE4B-deficient (Pde4b-/-, black squares) AMVMs. Each symbol of the
graphs represents the mean + SEM.



>
o

CYTOPLASMIC PKA
Iso
1L

NUCLEAR PKA

o
P
N
o
1
0
o

- B-GAL (N=13)

- B-GAL (N=17, n=31)
" -1 (N=14)

n
' ': T ® -1 (N=14, n=25)

o
[EEN
»

1

o

P N W b OO o
o o

o

% increase in YFP/CFP

% increase in YFP/CF

o

01234656 7 8
Time (min) Time (min)

C D

CYTOPLASMIC PKA NUCLEAR PKA
a 60, Iso o 204 Iso
'-550 ] - DMSO (N=23) S N - DMSO (N=12, n=19)
T " OA (N=30) x 164 1 OA (N=13, n=25)
5 404 > 12 -
£304 =
) Q 8-
% 20 2
o (O]
5 10 c 4"
£ £
g O' T T T T T T o\o O
01 23 456 78 0123 456 7 8
Time (min) Time (min)
E CYTOPLASMIC PKA F NUCLEAR PKA
Iso . Iso
0601 0207,
Qg - DMSO (N=13) O 16 - - DMSO (N=10, n=19)
o 8 CsA (N=13) o » CsA (N=9, n=13)
> 40 > 12 -
£30 4 £
O] O 8 -
@ 20 1 §
5 10 5 47
£ £
o O T T o
> 701234567 S 0123 456 7 8

Time (min) Time (min)

Figure 7: Contribution of Ser/Thr phophatases to the regulation of PKA activity in the

cytoplasm and in the nucleus in ARVMs. A and B, Effect of phosphatase 1 (PP1) inhibition with
inhibitor-1 (I-1) on Iso (100 nmol/L, 15s) induced stimulation of PKA in the cytoplasm (A) and the
nuclei (B) of ARVMs. Cells were co-infected with Ad.AKAR3-NES or Ad.AKAR3-NLS and Ad.l-1
(black squares) or Ad.p-gal used as control (black lines) for 48h at 37C. C and D, Effect of
phosphatase 2A (PP2A) inhibition with okadaic acid (OA, 100 nmol/L) on Iso (100 nmol/L, 15s)
induced stimulation of PKA in the cytoplasm (C) and the nuclei (D) of ARVMs. E and F, Effect of
phosphatase 2B (PP2B) inhibition with cyclosporin A (CsA, 5 umol/L) on transient B-AR responses in
the cytoplasm (E) and the nuclei (F) of ARVMs. Cells were infected with Ad.AKAR3-NES or
Ad.AKAR3-NLS for 48h. OA (black squares), CsA (black squares), or control DMSO (solid lines) were

preincubated for 1h at 37C and then maintained thro ughout the experiments. All graphs represent
the mean +SEM.
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Supplemental Figure 1: Subcellular localization of AKARS3-NES and AKAR3-NLS in ARVMs
depends on expression level. YFP images of ARVMs infected with Ad.AKAR3-NES and
Ad.AKAR3-NLS at MOI 200 or MOI 1000 for 48h obtained by confocal microscopy. Scale bars
represent 10 pm.
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Supplemental Figure 2: Loss of the specific subcell ular localization of AKAR3-NES and
AKAR3-NLS vyields identical CRC to Iso in ARVMs.  Comparison of the average PKA activation to
increasing concentrations of Iso in ARVMs infected with Ad.AKAR3-NES (black squares, n=17) or
Ad.AKAR3-NLS (white squares, n=18) at MOI 1000 for 48h. Measurements were performed on the
entire cell. Symbols indicate mean (+SEM) and the solid lines are Hill fit of the data. Emax were
+52.9+2.1% and +60.5+2.4% and EC50 were 1.7£0.2 nmol/L and 2.6£0.3 nmol/L for AKAR3-NES
and AKAR-NLS, respectively.



3. Conclusions

Dans cette étude, nous avons tout d’abord démqgnedes sondes AKAR3-NES et AKAR3-
NLS permettait une mesure dynamique de l'activikARlans le cytoplasme et le noyau de
cardiomyocytes de rats adultes. Pour cela, noussacommencé par mettre au point les
conditions d’utilisation de ces sondes adresséas datre modeéle cellulaire et nous avons
montré que leur spécificité d'adressage dépend seuiement de la concentration de
I'adénovirus utilisée mais aussi du temps d’expoesde la protéine. Une forte expression de
ces sondes conduit a la perte de leur adressagenet localisation cellulaire homogeéne.
Ensuite par cette approche, nous montrons quentaulation B-AR active la PKA de fagon
plus importante dans le cytoplasme que dans leweyagu’'indépendamment du stimulus
utilisé pour augmenter le niveau d’AMPc intracdiu, I'activation de la PKA dans le noyau
est différée par rapport au cytoplasme. Nous mastagalement que les signgtrAR sont
intégrés de maniere différente dans le cytoplasimie @oyau des cardiomyoctes adultes,
puisqu’'une stimulation bréve des réceptef\R, active fortement la PKA et la
phosphorylation de la MyBP-C dans le cytoplasmeisrda facon marginale la PKA et la
phosphorylation de CREB dans le noyau.

Par la suite, nous mettons en évidence que souslationp-AR, la PDE4 mais pas la PDE3
régule l'activité de la PKA cytoplasmique et nu@éa car I'inhibition sélective de la PDE4
prolonge la réponse PKA dans ces deux compartimarite a un pulse d’lso, alors que
I'inhibition sélective de la PDE3 est sans effelutilisation de souris invalidées pour les
génesPdedBet Pde4D nous a permis de montrer que sous stimuldtiéiR, la PDE4B joue
un réle prédominant par rapport a la PDE4D dansmiadulation de l'activité PKA
cytoplasmique, alors qu’au niveau nucléaire cex dwaformes contribuent de facon modeste
mais identique a la régulation de 'activité PKA.

Finalement, nous mettons en évidence que seul®PIPR2A participent a la terminaison des
réponse$-AR de la PKA dans le cytoplasme, puisque leurkitin sélective prolonge le
signal PKA en réponse a une stimulatip#\R breve, alors que l'inhibition de PP2B n'a
aucun effet. De fagcon intéressante, I'inhibitiofestive de PP1 par I-1 potentialise fortement
cette réponse PKA dans le noyau. En revanche bitidn de PP2A et PP2B n’'a aucun effet
sur l'activité PKA mesurée dans le noyau.

Ainsi, au cours de cette étude, nous avons démanqiee la stimulationp-AR active

différemment la PKA dans le cytoplasme et le nogias cardiomyocytes ventriculaires de
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rats adultes, et que certaines isoformes de PDHle @Ps participent a la régulation de

I'activité de la PKA dans ces deux compartimenf8l Pégule négativement et de maniére
importante la réponse PKA nucléaire suite a umawétionB-AR, et nos résultats suggerent

donc que cette phosphatase joue un réle importard k& contrdle des cibles nucléaires de la
PKA comme CREB et les HDAC de classe Il, qui sad dcteurs importants du remodelage
hypertrophique cardiaque et des effets néfastasedstimulation3-AR chronique (Lewinet

al., 2009; Haberlandt al, 2009).
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Résultats complementaires



Résultats complémentaires

|. Sous types de récepteurg-adrénergiques
impligués dans I'activation de la PKA
cytoplasmique

Les récepteurf;-AR sont prédominants dans le coeur et représeiiteidt 80% def-AR
totaux selon les especes, alors quepeaR représentent les 20 a 30% restants (Brodde,
1991; Xiaoet al, 1998; Lohseet al, 2003). La stimulation sélective d@sAR conduit a des
effets inotropes, chronotropes et lusitropes destuissants (Steinberg, 1999), alors que la
stimulation desB,-AR conduit & des effets inotropes et lusitropass pihodestes (Xiao &
Lakatta, 1993; Steinberg, 1999; Xiab al, 2004; Zhenget al, 2005). Toutefois, comme
rappelé dans l'introduction, les effets d’'une stimtion p>-AR ont fait I'objet de nombreux
résultats contradictoires. Nous avons donc voutifigel'implication relative des sous types

B1-AR etB,-AR dans l'activation de la PKA cytoplasmique.

Pour cela, nous avons utilisé des antagonistestggldes récepteufi-AR (CGP 20712A) et
des récepteur,-AR (ICI 118551) en combinaison avec I'lso. Lesetdfont été comparés a
I'effet de I'lso seule qui, active les réceptefisAR et Bo-AR. Les concentrations relatives
d’lso (10 nM), de CGP20712A (100 nM) et d’ICI 1185810 nM) ont été choisies en se
basant sur la valeur des Ki de chaque antagondie Ips récepteur$;-AR (CGP 20712A,
Ki=1.5 nM) etp-AR (ICI 118551, K=1.2 nM). Lafigure 1 montre que I'lso seule (10 nM)
induit une forte augmentation du signal FRET (+%%,8%, n=13) qui est |légérement mais
significativement réduite en présence d'ICl (+4&%t n=16). En revanche, la stimulation
sélective des réecepteuss-AR par la combinaison Iso (10 nM) + CGP (100 nMpmente
faiblement le ratio YFP/CFP (+4,7+1,9%, n=19). @ésultats confirment la prépondérance
du récepteuB;-AR dans l'activation de la PKA cytoplasmique epa@se a I'lso. Dans la
continuité de ce travail, il serait intéressantvéefier I'implication respective des ces deux
récepteurs dans l'activation de la PKA nucléaitede déterminer s’il existe une éventuelle

compartimentation des signaxAR et/ouf,-AR.
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Figure 1: ROle des récepteurdl;- et po-adrénergiques dans l'activation de la PKA
cytoplasmique des cardiomyocytes ventriculaires dats adultes

Exemple représentatif des décours du ratio YFP/@Ronction du temps dans des cellules
exprimant la sonde AKAR3-NES et en réponse a ltefiel'lso (10 nM) seuldA), ou en
combinaison avec ICI 118551 (10 nM), antagoniste Eepteur$,-AR (B) ou le CGP
20712A, antagoniste des réceptelfpfsAR (C). (D) Histogrammes représentant les
pourcentages moyens daugmentation du ratio YFP/GFPSEM. Les différences
statistiquement significatives (test t de Studenit indiquées comme suit : ***, p<0.001 et
*, p<0.05 par rapport au controle ; $$$, p<0.004 e@port a I'lso. Le nombre des cellules
est indiqué entre parenthéses.

ll. ROle de 'ancrage de la PKA

Comme je l'ai décrit dans la partie Introductioms |protéines d’échafaudage AKAPs
permettent de localiser la PKA a proximité de sbkes en association avec d’autres protéines
de signalisation, et participent a la compartimegomades réponses cellulaires. Il est décrit
que les différents complexes formés impliquant AéGAPs, contribuent a la modulation
locale des différentes étapes du couplage exaitatimtraction (Fischmeisteat al, 2006;
Scott & Santana, 2010). Afin d’évaluer le role ddSAPs dans la régulation de I'activité
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PKA, nous avons utilisé des peptides qui entrertampétition avec les AKAPs endogénes,
pour leur fixation a la sous-unité R de la PKA. 4aqur'ils sont fixés, ces peptides perturbent la
liaison des AKAPs avec les sous-unités R, déssanitiainsi la localisation et I'ancrage de la
PKA aux différents compartiments cellulaires.

Dans un premier temps nous avons utilisé un adéroeodant pour le peptide Ht31 issu de
I’AKAP-Lbc (Carr et al, 1992a; Finket al, 2001) qui se fixe avec une trés forte affinit@ a
sous-unité RIl de la PKA. Ensuite nous avons wutille peptide RIAD (RI anchoring
disruptor) qui a une forte affinité pour les somstés Rl de la PKA. Ce peptide posséde au
niveau C-terminal une séquence de 11 résidus aggmui permettent son passage a travers
la membrane plasmique (Carlsenal, 2006).

1. Ht31

Le peptide Ht31 est codé génétiguement par un a&idéso Des expériences
d'immunocytochimie ont été réalisées en microscamafocale afin de s’assurer de la
coexpression du peptide Ht31 avec la sonde AKARSNIans les cardiomyocytes de rats
adultes. Ldigure 2, présente des cardiomyocytes coinfectés avedksoairus codant pour
la sonde AKAR3-NES (MOI 200) et le peptide Ht31 (M&DO0). Les images montrant la
surexpression AKAR3-NES ont été acquises suit@&mibsion de la YFP. La surexpression
du peptide Ht31 a été révélée par un anticorpodessanti-HA (Clone 12CA5, Roche) et un
anticorps secondaire anti-souris Alexa Fluor 638tt€C expérience montre que le peptide
Ht31 s’exprime bien avec la sonde AKAR3-NES, et Blemlocalisé au niveau de la

membrane plasmique.

AKAR3-NES Ht31 Images
fusionnées

10 pm

Emission YFP Anti-HA

Figure 2: Coexpression du peptide Ht31 et de la sde AKAR3-NES dans les
cardiomyocytes ventriculaires de rats adultes
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Cardiomyocytes coinfectés avec les adénovirus ¢oB&AR3-NES (MOI 200) et Ht31
(MOI 500). Ces cellules sont marquées avec l'anteoprimaire anti-HA desouris et
I'anticorps secondaire anti-souris Alexa Fluor 633.

Afin d'évaluer le role des AKAPs liant la PKA depty Il, nous avons mesuré par des
expériences de FRET, l'activité de la PKA cytoplagm, aprés une breve stimulatip+AR
par I'lso (100 nM, 15 secondes), sur des cardioiyigscde rats adultes co-exprimant la sonde
AKAR3-NES et le peptide Ht31 ou le peptide contrBlid1P, dans lequel le remplacement
de des acides aminés alanine en position 499 letuisoe en position 507 par une proline
prévient l'interaction avec le dimere RIl (Firgt al, 2001). Lafigure 3 représente la trace
moyenne de l'effet de I'lso. Dans les cellules coles surexprimant Ht31P, I'lso induit une
augmentation transitoire du ratio YFP/CFP et doed’activation de la PKA (+45,1+3% ;
n=10). Cette augmentation est suivie d’'une déaaoiss rapide qui est due a I'action des PPs
qui déphosphorylent AKAR3-NES. La surexpression pdyptide Ht31 ne modifie pas la
réponse PKA obtenue lors d’'une stimulat[sAR breve (+45,1+3,1% ; n=8). Il est probable
gue ce résultat s’explique par le fait que la sOAHAR3-NES n’est pas adressée au niveau
d’'un complexe particulier et rend compte de l'atéivde la PKA cytoplasmique globale qui
n'est pas altérée par la surexpression de Ht31s Darfutures expériences, il faudra utiliser
des sondes adressées a un compartiment spécifigoene la sonde SR-AKAR3 ou PM-
AKAR3, adressées respectivement au réticulum sksopque et a la membrane plasmique.
Il sera aussi extrémement intéressant pour nouspteduire ces expériences en utilisant la
sonde AKARS3-NLS afin d’évaluer le réle des AKAPsdda régulation de la PKA de type Il
au niveau nucléaire.

60 1

Iso
o - B HT31P (n=10)
g 50 m HT31 (n=8)
& 40 1
[
2 30
8
T 20 1
e
g) ] e
3 10 : i,
o\o ----------

o

Temps (min)

Figure 3 : Effet de la surexpression du peptide HtB sur I'activité PKA cytoplasmique
aprés une stimulation breve de$-AR dans les cardiomyocytes ventriculaires de rats
adultes. Pourcentages moyens (x SEM) d’augmentation du MEB/CFP en fonction du
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temps, mesurés dans des cardiomyocytes adultepranext la sonde AKAR3-NES et le
peptide Ht31 ou le peptide contréle Ht31P en répa@nsn pulse d’lso (100 nM, 15 sec).

2.RIAD

Dans le but d’évaluer le role des AKAPs liant laAPHe type |, des cardiomyocytes de rats
adultes exprimant la sonde AKAR3-NES ont été insublé a 37°C avec 10 uM du peptide
RIAD ou 10uM du peptide controle scRIAD. Méme canstiue dans les expériences
réalisées avec le peptide Ht31, la réponse de R &koplasmique lors d’'une stimulatidd

AR breve n’est pas modifiée dans les cellules igegbavec le peptide RIAD (+53,0+0.1% ;
n=4), par rapport a celle obtenue dans les celkdaesrdles incubées avec scRIAD (+51+1% ;
n=4) (Figure 4). La encore, I'absence d’effet de RIAD peut s'éxpér par le fait que la
sonde AKAR3-NES mesure une activité PKA cytoplasmiglobale et il faudrait par la suite

tester I'effet de ce peptide sur les réponses oleteavec des senseurs adresses.

(o2}
o

mscRIAD (n=4)
B RIAD (n=4)

a
o

N
o

% augmentation YFP/CFP
O8]
o

20 1
10 4
0
0 1 2 3 4 5 6
Temps (min)

Figure 4 : Effet du peptide RIAD sur l'activité PKA cytoplasmique apres stimulation
breve desp-AR dans les cardiomyocytes ventriculaires de ratadultes

Pourcentages moyens (x SEM) d’augmentation du ré&®/CFP en fonction du temps,
mesurés dans des cardiomyocytes adultes exprimaunide AKAR3-NES et préalablement

incubés pendant 1h a 37°C avec le peptide RIADu() ou le peptide contréle scRIAD (10
uM), en réponse a un pulse d’lso (100 nM, 15 sec).
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lll. Localisation de la PKA nucléaire dans les
cardiomyocytes de rat adultes

1. Introduction

Le modéle classique de régulation des protéineaines par la voie AMPc/PKA stipule que
la PKA holoenzyme n’est pas présente dans le neyaue suite a une activation de I'AC,
’AMPc active la PKA dans le cytoplasme, libéreslaus-unité catalytique qui entre dans le
noyau par un phénomeéne de diffusion passive (Méinkb al, 1990; Harootuniaret al,
1993; Hagiwaraet al, 1993). Cependant, une étude tres récente réalmsée les cellules
Hela suggere qu'’il existe aussi un « pool » de PiKfoenzyme localisé dans le noyau, et qui
participe a la phosphorylation des substrats nueleae la PKA (Samplet al, 2012). Selon
ces auteurs, ce pool de PKA nucléaire serait agtarée’AMPc généré par une AC soluble
recombinante adressée au noyau ou au cytoplasprexinité de I'enveloppe nucléaire. De
plus, certaines études suggerent la présence dsesusdés regulatrices de la PKA au niveau
nucléaire dans les myocytes cardiaques (Reetit, 1997; Yanget al, 1998). Nous avons
donc examiné la présence des différentes soussuaitdogenes de la PKA dans les noyaux
cardiomyocytes de rats adultes par immunocytochimie

2. Résultats

La localisation des différentes sous-unités endegéde la PKA dans les noyaux de
cardiomyocytes de rats adultes a eté examinée gmregpériences d'immuomarquage en
microscopie confocale et en utilisant des anticanemoclonaux de souris (BD Biosciences)
dirigés contre les sous-unités régulatricesoRdt@) et Rlla et contre la sous-unité catalytique
Ca. Les images confocales correspondent a des seabipiques acquises au milieu de la
cellule, et passant donc a lintérieur des noyaes dellules. Lafigure 5A montre un
marquage homogene des sous-unités régulatrices Rlle de la PKA a travers toute la
cellule, y compris dans les noyaux. L'immunomargualg la sous-unité catalytiquex C
montre une localisation préférentielle dans le pieme, mais l'intensité de fluorescence
mesurée dans les noyaux des myocytes marqués asecarticorps anti€ est
significativement plus élevée que celle mesurées des noyaux des cellules marquées avec

I'anticorps secondaire sdilgure 5B).
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La spécificité des anticorps primaires utilisésté &rifiée par Western Blot. Liggure 5C
montre que I'anticorps anti-RI détecte deux bar&ddss tailles attendues pour les sous-unités
Rla (~ 50 kDa) et Rl (~ 55 kDa). Les anticorps anti-RIet Gu détectent une seule bande a

la taille attendue pour chacune de ces deux pesein

A )
Alexa Fluor 488 seul Anti-RI
Anti-RIl a Anti-C a
*k%
B 2001 (N=5, n=8)
=160 1
883
€38 80
€8¢
- = c 40 b
0
Alexa Fluor 488 Anti-C a
seul
C Anti-RI Anti-RIl a Anti-C a
62 62— 62
49 - 49 49
- - , .

Figure 5: Localisation et détection des sous-ungéendogénes de la PKA dans les
cardiomyocytes ventriculaires de rats adultes

A. Images confocales de cardiomyocytes adultes immargums avec I'anticorps secondaire
anti-souris Alexa Fluor 488 seul ou avec les ampisgrimaires de souris anti-RI, Rlét Gu.

B. Quantification de la fluorescence dans les noyaexntyocytes immunomarqués avec
I'anticorps secondaire anti-souris Alexa Fluor 48811 ou avec I'anticorps primaire antiC
Les histogrammes représentent la moyenne de cesesicences + SEM. Une différence
statistiqguement significative (test t de Studest) irdiquée par ***, p<0.00IN correspond
au nombre de cellules etau nombre des noyaux test€s. Analyse par Western blot de
protéines totales extraites de cardiomyoctes agletteéparées par électrophorése SDS-PAGE
puis réveélées avec les anticorps anti-RlpRll Gu.
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3. Conclusion

Les résultats d'immunocytochimie suggerent questass-unités Rl et Rilde la PKA sont
fortement exprimées dans les noyaux des myocytesigaires de rats adultes, et ceci est
en cohérence avec ce qui a été montré par dessétundérieures sur la méme préparation
(Reinitz et al, 1997; Yanget al, 1998). Nos résultats indiquent également queUls-sinité

Ca est dans les noyaux, bien gu’elle semble moinsddate que les sous-régulatrices.
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V. Activation de la PKA nucléaire par libération
d’AMPc cage

1. Introduction

Nous avons cherché a obtenir une évidence fonaltnde la présence de la PKA au niveau
nucléaire. Pour cela, nous avons testé l'effet @'dibération d’AMPc cagé dans des

cardiomyocytes de rats adultes infectés avec AKARSN
2. Résultat

Des cardiomyocytes surexprimant la sonde AKAR3-NILSla sonde AKAR3-NES ont été
préalablement incubées pendant 10 minutes a tetnpgr@ambiante avec 50 uM de DMNB-
caged cAMP (4,5-Dimethoxy-2-Nitrobenzyl Adenosing5'&yclic Monophosphate), une
molécule qui encage 'AMPc et qui le rend inadtif photolyse de cette molécule grace a un
flash UV de 300V, d’'une durée <2ms permet la libéraet la diffusion de 'AMPc a
l'intérieur de la cellule, qui peut alors activersscibles. Ldigure 6 représente les traces
moyennes de I'effet du flash mesuré dans le noydares le cytoplasme des cellules. Le flash
induit une nette augmentation transitoire et ramldd’intensité de la CFP dans les cellules
surexprimant AKAR3-NES (+12,6+0,4% N=20 a 20secprsa que dans les cellules
surexprimant AKAR3-NLS la réponse est quasi nullé,@ + 0,4%, N=14, n=22 a 25sec).
Dans ces expériences, nous avons calculé l'augnoente l'intensité de la CFP plutdt que
celle du ratio YFP/CFP car le flash induit un atefimportant sur l'intensité de fluorescence
YFP.
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Figure 6 : Activation de la PKA cytoplasmique et ngléaire par libération de 'AMPc
dans les cardiomyocytes ventriculaires de rats adigls

Pourcentages moyens (+ SEM) d’augmentation deshisité de la CFP en fonction du temps,

mesurés dans des cardiomyocytes adultes exprirmasbride AKAR3-NES et la sonde
AKAR-NLS. N correspond au nombre de cellules etu nombre des noyaux testés.

3. Conclusion

Les résultats des expériences de FRET réaliséeeesuwardiomyocytes surexprimant AKAR-
NES et AKAR-NLS, montrent que la libération d’AMRBonduit a une activation rapide de la
PKA dans le cytoplasme mais n’active pas la PKAsdamoyau. A priori, ce résultat suggére
que la PKA holoenzyme ne réside pas dans le noyau,sinon la libération d’AMPc
préalablement diffusé dans le noyau devrait actiapidement la PKA nucléaire et conduire a
une réponse immédiate de AKAR3-NLS comme celle migse pour AKAR3-NES. Ce

résultat est en contradiction apparente avec Igglteds d'immunocytochimie et ceci sera
repris dans ma discussion générale.
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Discussion et per spectives



Discussion et perspectives

L’objectif de ce travail était d’étudier et de coaner la dynamique spatiotemporelle de la
PKA dans le cytoplasme et le noyau des myocytediaigwes mais aussi de caracteériser les
mécanismes moléculaires qui régulent l'activité P#aks ces deux compartiments et surtout
dans le compartiment nucléaire ou ces mécanismdan d’étre élucidés. Pour cela nous
avons utilisé une technique d’imagerie basée stititation des sondes FRET AKAR3-NES
et AKAR3-NLS qui sont codées génétiguement et Ieéabk respectivement dans le
cytoplasme et dans le noyau, permettant ainsi Bureede I'activité PKA en temps réel dans
ces compartiments ; et ceci pour la premiére faissdes cardiomyocytes de rats adultes. Les
principaux résultats de cette étude montrent qustifaulation des récepteufisAR régule
différemment l'activité PKA dans le cytoplasme eand les noyaux des myocytes
ventriculaires de rats adultes, et ils dévoilentdlle respectif des variants de la PDE4 et des

Ser/Thr PPs dans ce processus.

Dans cette partie, je discuterai d’abord la miseaint de la technique de mesure de l'activité
PKA dans le cytoplasme et le noyau des cardiomgscyddultes ainsi que la comparaison de
I'intégration des signauf-AR dans ces deux compartiments. Je discuterdapguite le role
des PDEs et des PPs dans la régulation de I'&tR#KA cytoplasmique et nucléaire. La
présence ou non des éléments de la voie de sigti@isAMPc/PKA dans le noyau sera
ensuite discutée. Enfin, je terminerai en évoquied hypotheses et des perspectives a ce

travail, concernant le réle da la PKA dans I'hypagphie et I'insuffisance cardiaque.

* Mesure et comparaison de l'activitt PKA dans le cyiplasme et les noyaux des
cardiomyocytes de rats adultes grace aux sondes FRRKAR3

Les conditions d'utilisation des sondes AKAR3-NE$ AKAR3-NLS adressées au
cytoplasme et au noyau ont été mises au point datre modeéle cellulaire. Nous avons
observé que pour des niveaux d’expression impartdedr localisation spécifique n’est pas
maintenue. Il a donc fallu optimiser la concentnatd’adénovirus utilisée ainsi que le temps
d’expression de la protéine afin de conserver kcifipité d’adressage. Ceci était d’autant
plus important que nos expériences ont été réaliagec un microscope a épifluorescence
conventionnel. Nous avons essayé, au début de éttide, d'utiliser la microscopie
confocale, permettant ainsi de mesurer le signak dm plan focal passant a l'intérieur du
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noyau. Nous espérions de surcroit pouvoir réatiesrmesures simultanées de I'activité PKA
nucléaire et cytoplasmique sur la méme celluleytdisant la sonde AKAR3 non adressée.
Malheureusement, ces expériences se sont révaiesnent moins concluantes qu’avec la
microscopie a épifluorescence. La dynamique denspales sondes était considérablement
réduite et le bruit de mesure était augmenté, dsadtua une forte diminution du rapport

signal/bruit.

En épifluorescence, la sonde AKAR3 présente unte fdynamique de réponse dans les
myocytes cardiaques, comparable aux résultats ebt@ans des lignées cellulaires (Allen &
Zhang, 2006). Dans les deux compartiments, la v@ni@u signal FRET mesurée suite a une
stimulation des récepteupsARs est bien spécifique de la PKA puisqu’elleldsetjuée par le
H89 et surtout par le pseudosubstrat PKI (Sebtl, 1985), qui est un inhibiteur bien plus
spécifiqgue de la PKA que le H89 (Murray, 2008). késultats obtenus avec les antagonistes
spécifiques des réceptelsARs etp,-ARs montrent également que cette stimulation de la
PKA sous Iso est tres largement due a I'activaties récepteurf$;-ARs. La contribution des
récepteur$,-ARs est minimale au niveau du cytoplasme, etritlde probable que le méme
résultat soit obtenu au niveau nucléaire. En etfe, récepteur$,-ARs présentent une
localisation membranaire discrete par rapport@u#rs (Rybinet al, 2003; Balijepalliet al,
2006; Nikolaewet al, 2010) et les répons@s-ARs ont un caractére localisé (Chen-&tal,
2000; Nikolaevet al, 2006; Calaghaet al, 2008; Nikolaewet al, 2010) ce qui les rend peu
susceptibles d’atteindre le noyau. Toutefois, ceintpademanderait a étre vérifié
expérimentalement. Il serait aussi intéressanpdeparer I'effet d’autres récepteurs couplés a
Gs sur l'activation de la PKA nucléaire, comme lesegeurs du glucagon ou a la
prostaglandine E1. En effet, des travaux antéridurkaboratoire ont montré que les signaux
AMPc générés a la membrane plasmique par ces strspont différents et étaient régulés
par différentes familles de PDEs (Rochetisl, 2006).

La comparaison des courbes concentration-réporidsoaobtenues avec les deux sondes
AKAR3-NES et AKAR3-NLS montre des variations plusportantes du signal FRET au
niveau du cytoplasme (environ 50% d’augmentatiosignal) par rapport au noyau (environ
20%). Nous pouvons exclure que cette différenceliésta des propriétés différentes des
sondes AKAR3-NES et AKAR3-NLS, puisque I'amplitude la réponse a I'lso mesurée avec

AKAR3-NLS, lorsque la sonde est exprimée en extégcalisée de facon non spécifique au
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niveau du cytoplasme, est équivalente a celle olet@vec AKAR3-NES. L'inhibition de la
PKA par le H89 ou le PKI n'ont pas d’effet sur lasios de base mesurés dans le cytoplasme
et le noyau. Ceci indique que l'activitt PKA de dasst faible ou nulle dans ces deux
compartiments, et qu’'une différence d’activité basaiest pas responsable des différences
d’amplitude des réponses a I'lso mesurées dansdees compartiments. De plus, il est
intéressant de remarquer que I'activation diregtd’'ehsemble des adénylate cyclases par le
dérivé hydrosoluble de forskoline L-85 augmentsiggnal FRET nucléaire d’environ 40%,
une valeur significativement plus importante qu@aVéso, et proche des valeurs obtenues
dans le cytoplasme. Il est connu que la forskolmeduit des quantités d’AMPc trés
importantes, largement supérieures a la stimulatesp-ARs (Rochaiset al, 2004) et donc
susceptibles d’activer une fraction beaucoup piluportante des PKA cellulaires. Ces
résultats suggerent donc que I'activation plusiéade la PKA nucléaire sous Iso est liée a la
mobilisation d’'un « pool » de PKA plus limité aweau du cytoplasme, et donc au passage
d’'une quantité moins importante de sous-unitédytajaes dans le noyau.

» Cinétiques d'activation de la PKA dans le cytoplasm et les noyaux des
cardiomyocytes de rats adultes

Nous avons montré qu’indépendamment du moyenéifl@ir augmenter le niveau d’AMPc
intracellulaire, I'activation de la PKA est nettemeplus lente dans le noyau que dans le
cytoplasme. Ce résultat est compatible avec le hodéassique de la signalisation
AMPCc/PKA dans le noyau, qui décrit que la PKA haolpgme est activée par TAMPc dans le
cytoplasme et que les sous-unités catalytiqueddstransloquent lentement dans le noyau
par un phénoméne de diffusion passive (Meinketthal, 1990; Harootuniaret al, 1993;
Hagiwaraet al, 1993; Dipilatoet al, 2004; Gervaset al, 2007).

La différence de cinétigue observée au niveau dwm®partiments cytoplasmiques et
nucléaires a des conséquences importantes poagtégation des réponspsadrénergiques
lors d’'une stimulation aigué du systéme nerveuxmatitique. Nous avons essayé de mimer
cette situation en réalisant une application d’'@éoacentration maximale d’lso (100 nM)
pendant une courte durée (15s), qui produit urmmausiition maximale mais transitoire des
récepteurg3-ARs. Mes résultats montrent que ce protocole actirtement la PKA et la
phosphorylation de MyBP-C dans le cytoplasme, raeiive de fagon marginale la PKA et la
phosphorylation de CREB dans le noyau. Il semblecdpe la régulatiofi-adrénergique de

la contraction peut étre dissociée de celle depfession génique lors d’'une stimulation

sympathique aigué et que les signgisAR sont intégrés de maniere différente dans le
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cytoplasme et le noyau des cardiomyoctes adultes.r€sultats nous ont conduits a nous
poser la question des mécanismes moléculaireséguilent I'activité PKA dans ces deux

compartiments.

* Role des phosphodiestérases dans la régulation dectivité PKA dans le cytoplasme et
les noyaux des cardiomyocytes de rats adultes

Nous avons caractérisé le rble respectif des POEHEDE&E4, qui sont les familles majeures
dégradant 'AMPc dans les myocytes cardiaques.nd@itré que la PDE4 mais pas la PDE3,
contrdle l'activité de la PKA cytoplasmique suiteude stimulation aigué des réceptepys
AR. Ces résultats sont en cohérence avec les ttapecédents de notre équipe qui ont
montré que la PDE4 est prépondérante pour hydmolyA&Pc généré par leg-ARs
(Rochaiset al, 2004; Rochaiset al, 2006; Leroyet al, 2008). Dans le ventricule de rat
comme de souris, l'activitt PDE4 est due a I'exgies des variants PDE4A, PDE4B et
PDE4D (Abi-Gergeset al, 2009; Leroyet al, 2011). Il a été montré que la PDE4D est
associée a la fois au RyR2 et a la SERCA2a contr@liasi la phosphorylation du RyR2 et
du PLB par la PKA et donc les mouvements calcigquesiveau du RS (Lehnaet al, 2005;
Kerfant et al, 2007; Beceet al, 2011). De plus, il a été décrit que plusieurdards de la
PDE4D sont associés aux différents acteurs du CEteragissent également avec les
récepteurs3-AR (PDE4D5, PDE4D8 et PDE4D9) soit directementwa la -arrestine
(Baillie et al, 2003; Richtert al, 2008; De Arcangeligt al, 2009; Mikaet al, 2012). De
facon surprenante, mes expériences de FRET mengedes cardiomyocytes de souris
invalidées pour le gerfede4d ont montré que la PDE4D contribue faiblement geulation

de l'activité PKA cytoplasmique suite a une stintiola bréve des récepteupsARs. En
revanche, jai montré que la réponse PKA cytoplasmi est potentialisée dans les
cardiomyocytes de sourizde4B” sous stimulation bréve d@sAR et donc la PDE4B joue un
réle prédominant par rapport a la PDE4D dans la ulabidn de cette activité PKA
cytoplasmique. Ces résultats sont en accord awedrd@aux de I'équipe, qui ont montré
récemment que les deux isoformes PDE4B et PDE4Dassociées au canal calcique de type
L, mais que seule la PDE4B régule le courant cakif, lors d’'une stimulatior-AR
(Leroy et al, 2011). De plus, d’autres études ont montré qirRDIE4B2 mais pas de PDE4D5
est importante pour la terminaison des signfuXR dans les cardiomyocytes néonataux
(Mongillo et al, 2004) et que la PDE4B régule les niveaux d’AMPespde la membrane
plasmique dans les fibroblastes embryonnaires dess@lackmaret al, 2011). L'utilisation

de la sonde AKAR3-NES pour étudier le role respetdi PDE4B et PDE4D, nous a permis
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de comparer leur réle dans la régulation de I'a@€éti?KA cytoplasmique globale. Il est donc
possible que la contribution de ces isoformes dansigulation de l'activité PKA soit

différente au niveau des microdomaines impliquéss dia régulation du CEC.

Au niveau nucléaire, il a été décrit que les atdivide PDE3 et PDE4 sont prépondérantes
dans les fractions nucléaires cardiaques et qusafEsmes sont principalement localisées au
niveau de I'enveloppe nucléaire (Lugneral, 1999). Comme au niveau du cytoplasme, je
montre que la PDE4 mais pas la PDES3, contrbleiViadétde la PKA dans le noyau de
cardiomyocytes de rats adultes, suite a une sttioolaigué des récepteupsARs. De plus
I'utilisation des souri$®de4h” etPde4d” montre que ces deux isoformes contrélent I'acivit
PKA dans le noyau en réponse a une stimulationebrias récepteufsAR. Ceci est en
accord avec des études biochimiques montrant gB®E4B et la PDE4D sont localisées au
niveau de I'enveloppe nucléaire (Lugnadral, 1999). Ces données suggerent que les PDE4
contrdlent l'activation de la PKA au niveau périlaaire et la translocation des sous-unités
catalytiques au noyau lors d’'une stimulatip/AR. En particulier la PDE4D3, qui a été
décrite comme étant adressée a la région péririteclgeace a la protéine d’'ancrage de la
PKA, la mAKAP (Dodgeet al, 2001; Dodge-Kafkat al, 2005).

 Contribution des Ser/Thr phosphatases dans la régation de I'activité PKA dans le
cytoplasme et les noyaux des cardiomyocytes de radultes

Nous nous sommes intéressés au réle des princifaléshr phosphatases cardiaques (PP1,
PP2A et PP2B) qui s'opposent a l'activité de la PKiFai montré que ces Ser/Thr PPs
régulent differemment I'activité PKA en réponseree stimulatior-AR, dans le cytoplasme
et les noyaux de myocytes cardiagues de rats adiMes résultats montrent que PP1 et
PP2A sont prépondérantes pour la terminaison desnseés PKA & une stimulatighAR
dans le cytoplasme, alors que PP2B ne semble pdisjirée. Ces résultats sont en adéquation
avec ce qui a été préalablement montré dans lecytgg cardiaques, ou PPl et PP2A
contrebalancent les effets fonctionnels d’une dtiinn B-AR et jouent un roéle majeur dans
le contrdle de I'état de phosphorylation de la aitides protéines du CEC, en patrticulier les
LTCC, les RyR2, le PLB et la Tnl (Herzig & Neuma2000; Dubellet al, 2002; Deshmukh

et al, 2007; De Arcangelist al, 2008; Xuet al, 2010; Aoyameet al, 2011; Wittkoppelet

al., 2011). Comme indiqué dans lintroduction, I'inbéur I-1 de la PP1 n’est actif que
lorsqu’il est phosphorylée par la PKA au niveau lde Thr35 et peut alors inhiber
spécifiguement la PP1 (Ahmad al, 1989; Neumanet al, 1991; EI-Armouchet al, 2003).
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L’avantage de cette inhibition conditionnelle, iftdupar la PKA, est qu'on évite ainsi
d’inhiber la PP1 de facon constitutive dans letutesd surexprimant I-1 puisqu’elles sont non
stimulées. L’inconvénient est que I'effet inhibitede I-1 sur PP1 suit I'activité PKA et va
donc décroitre avec elle. Il est donc probable desiprotocoles de stimulation bréve utilisés
ici que nous sous-estimons I'impact de PP1. Demdsr tronquées constitutives de I-1
existent et seraient utiles pour vérifier ce point.

L’implication de la calcineurine dans la régulatides cibles du CEC est moins claire, et nos
résultats montrant que I'inhibition de la PP2B laacyclosporine A ne modifie pas la réponse
PKA cytoplasmique a une stimulatighAR vont dans ce sens. Toutefois, ces résultats ne
suffisent pas pour exclure totalement la PP2B spseque modulateur des réponpesRs.

Il est en effet possible que sa contribution sadisquée par I'activité de PP1 et PP2A. Des
expériences utilisant des combinaisons d’inhibgepourraient étre utiles pour vérifier ce
point. Il est aussi probable qu’elle présente uaedigpation plus importante dans des
conditions pathologiques, puisqu’il a été décri¢ ¢ PP2B est activée lors de I'hypertrophie
ventriculaire avec une surcharge de pression (gimal, 2000) et qu’elle déphosphoryle le
PLB lors d'une stimulatiofi-AR chez des rats hypertendus (MacDongeell, 2007).

J'ai montré également que linhibition de la PP2B pas d'effet sur la régulation de
I'activité PKA nucléaire. La encore nous pouvonsgimer que la PP2B peut contrebalancer
l'activité de la PKA nucléaire dans des conditigrethologiques, puisqu’il a été montré
gu’elle n'est pas détectée dans le noyau de coiur reais localisée dans le noyau de
myocarde hypertrophié (Hallhubet al, 2006). Il est également possible que I'absence
d’effet suite a I'inhibition de la PP2B soit due fait que les sondes AKAR3 ne constituent
pas un bon substrat pour PP2B.

Au niveau nucléaire, jai mis en évidence que [foition de la PP1 par I-1 potentialise
fortement la réponse PKA a une stimulation bréwerédeepteurf-AR, alors que I'inhibition

de PP2A par l'acide okadaique n’'a pas d’effet. 8t@ décrit que la PP2A est présente au
niveau de I'enveloppe nucléaire des myocytes cqudis (Kapiloffet al, 2001) mais aussi
gu’elle est enrichie dans des compartiments suBaires dénommeés « speckles » dont la
fonction bien que controversée semble reliée aliamlation et/ou l'activation de facteurs
d’épissage des pré-mRNA (Lamond & Spector, 2008e@het al, 2005). Par conséquent,
nous pouvons imaginer que l'absence d'effet dailliion de PP2A sur l'activité PKA
nucléaire est due a sa présence dans les sousttiongpés du noyau qui ne sont pas

facilement accessibles a la sonde AKAR3-NLS. Nomsvpns également penser que suite a
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une stimulationB-AR, l'activité de PP1 est prédominante pour cdetr@es réponses de la
PKA nucléaire et masque I'effet de la PP2A.

D’une maniere trés intéressante, l'inhibition del RRAr I-1 conduit a une augmentation
considérable de l'activité PKA nucléaire en répomseine stimulation3-AR. En effet,
I'application breve (15 s) d'lso sur des cardionyyes surexprimant I-1 augmente fortement
le pourcentage d’augmentation du ratio FRET dansolgu, d’environ 16% enl 1,5 min.
Cette réponse est similaire a celle obtenue dprE® min d’application maintenue d’lso sur
des cellules ne surexprimant pas I-1. Cette cinétigpide d’activation de la PKA nucléaire
révélée par l'inhibition de la PP1, ne s’intégres pésément dans le modéle qui stipule que
I'étape cinétiquement limitante de I'activation ldePKA dans le noyau est I'entrée des sous-
unités catalytigues dans ce compartiment. Elle nattuindiquer au contraire qu’un pool de
PKA holoenzyme est présent dans les noyaux degoaydcytes, comme il a été récemment
montré dans les cellules HEK293 (Sam@lal, 2012). De plus, certaines études suggerent la
présence des sous-unités régulatrices de la PKAiaau nucléaire dans les myocytes
cardiaques (Reinitzet al, 1997; Yang et al, 1998) et nos propres résultats
d'immunocytochimie suggérent que les sous-unit@silagrices et catalytiques de I'enzyme
sont présentes. Je reviendrai sur ce point au fzgplag suivant.

I-1 est une petite protéiné(9 kDa) cytoplasmique (Wittkoppeat al, 2011) et a notre
connaissance, aucune étude n’a démontré a cegqueésence dans les noyaux. Toutefois, du
fait de sa petite taille, I-1 doit étre capablerdatrer dans le noyau par diffusion passive,
surtout lorsque son niveau d’expression est augimeomsidérablement par surexpression.
Ainsi, nous pensons que la surexpression de I-ibénliactivité PP1 nucléaire, ce qui
expliquerait son effet majeur sur I'activation @eHRKA dans le noyau. Bien évidement cette
hypothese reste a prouver.

D’autres mécanismes pourraient éventuellement gx@tinos résultats. Par exemple, il a été
décrit que la phosphorylation de Rpar G (autophosphorylation) au niveau de son domaine
inhibiteur diminue l'affinité de RH pour G et favorise la libération des sous-unités<Dite

a une élévation du taux dAMPc (Martet al, 2007). De plus, les AKAPs associées aux
sous-unités R# peuvent empécher la libération de €n recrutant des phosphatases qui
s'opposent a lI'autophosphorylation de &r{Matrtin et al, 2007). Donc si nous tenons compte
de ces données et si nous considérons que le pd®KA holoenzyme ne réside pas dans le

~

noyau, Nous pouvons penser qu’une activation deKA suite a une stimulatiof-AR,
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permet la phosphorylation de I-1 qui va a son tohiber la PP1 au voisinage de la sous-unité
Rlla. Cette inhibiton peut conduire a I'hyperphosphatigh de Rl& et donc a mobiliser plus
de sous-unités catalytiques, ce qui augmente ldigrade concentration deoCentre le
cytoplasme et le noyau.

Cependant, la premiére hypothése semble plus sipmle expliquer nos résultats : I-1
diffuse dans le noyau et inhibe la PP1 nucléairémié si nous ne disposons pour l'instant
d’aucune évidence qui montre que PP1 est locatlaés les noyaux des cardiomyocytes, de
nombreuses études réalisées dans divers autresdgibgaires ont montré que la PP1 est une
phosphatase majeure dans le noyau (Ketedl, 1986; Shimeaet al, 1993; da Cruzt al,
1995; Andreasseet al, 1998; Trinkle-Mulcahyet al, 2001; Cohen, 2002; Lesage al,
2005; Moorheadet al, 2007). Afin de confirmer le réle d'une PPl nudaléa nous
envisageons a tres court terme d’utiliser un adénsui coderait pour I-1-NLS (en cours de
construction) dans le but de surexprimer spécifite®t |-1 dans les noyaux des
cardiomyocytes et de vérifier par des expérienee$&RET son effet sur I'activation de la
PKA dans le noyau. Nous pourrions également tedteutres inhibiteurs de PP1 qui
présentent une localisation nucléaire comme NIRRIclgar inhibitor of PP1) (Trinkle-
Mulcahy et al, 1999; Trinkle-Mulcahyet al, 2001) ou utiliser une approche d’interference
ARN, en utilisant des adénovirus codant pour déd\gk (short hairpin RNA) dirigés contre
la PP1. Il serait également intéressant de carsetda nature des sous-unités catalytiques et
régulatrices de PP1 présentes dans les noyaux @artethniques de biochimie ou
d'immunocytochimie et d’examiner par la méme oamada présence de PP2A et PP2B dans

ce compartiment.

* Existe-t-il une signalisation AMPc/PKA dans les nogux des cardiomyocytes de rats
adultes ?

Nous avons déja signalé a plusieurs reprises doa &= modele le mieux accepté, la PKA
holoenzyme ne réside pas dans le noyau et queasuite activation des AC a la membrane
palsmique, 'AMPc active la PKA dans le cytoplasrtibére la sous-unité catalytique qui
entre dans le noyau par un phénoméne de diffusessiye (Meinkothet al, 1990;
Harootunianet al, 1993; Hagiwaraet al, 1993). Cependant, depuis ces derniéres années
certaines études proposent que la PKA holoenzyrdoealisée dans le compartiment
nucléaire, et ce en utilisant des techniques d’imomarquage qui mettent en évidence la
présence de I'AC soluble ainsi que des sous-urggslatrices et catalytiques de la PKA dans

les noyaux de divers types cellulaires (Zippinal, 2003; Zippinet al, 2004; Meoliet al,
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2008). Une étude trés récente a particuliereméanuenotre attention puisqu’elle provient du
laboratoire de Jin Zhang, qui nous a fourni lessears PKA. Cette étude a montré que dans
les cellules Hela, outre la PKA cytoplasmique, Histe aussi un « pool » de PKA
holoenzyme localisé dans le noyau, et qui participéa phosphorylation des substrats
nucléaires de la PKA (Sampd¢ al, 2012). Selon ces auteurs, ce pool de PKA nueé&arait
activable par TAMPc généré par une AC soluble mrebmante adressée au noyau ou au
cytoplasme (a proximité de I'enveloppe nucléair@isipas par une AC soluble adressée a la
membrane plasmique ou par la stimulation des A@streembranaires par la forskoline.
Toutefois, l'inhibition de la PDE4 ou la délocalism de la PKA par le peptide Ht31
accélerent considérablement la réponse PKA nuel&aite & une application maintenue de la
forskoline. Ces auteurs proposent donc un modéhs dequel I'’holoenzyme PKA serait
associée a une PDE4 via une AKAP dans le compartimecléaire, permettant le contrble
local de la concentration d’AMPc et de l'activité th PKA dans le noyau. Bien que nous
ayons utilisé un protocole de stimulation différguer une application bréve d’lso, nos
résultats sont contradictoires avec ces obsensagbmontrent que l'inhibition de la PDE4
n'accelére pas I'activation de la PKA nucléairesdtait donc intéressant pour nous de vérifier
le rble de la PDE4 sur I'activation de la PKA nw@dté suite a une stimulation maintenue des
récepteurg3-AR. Mais surtout, il sera nécessaire de testdfetede I-1 sur les cinétiques

d’activation de la PKA nucléaire lors d’'une applioa maintenue d’Iso.

Il serait également intéressant de comparer leiigunes d’activation de la PKA a celles de
'AMPc au niveau nucléaire. Pour cela, nous utitiés un adénovirus codant pour une
version adressée au noyau du senseur ICUE3. Demikrgrécédents de Jin Zhang dans les
HEK293 ont montré une augmentation rapide de 'AMR0Os le noyau sous stimulation a
I'lso, en accord avec la diffusion rapide du secaressager (Dipilatet al, 2004). Il serait
intéressant d’examiner comment l'inhibition des RD& des PPs module les signaux
d’AMPc dans le noyau des myocytes cardiaques.

Une autre question intéressante concerne la préssmntuelle d’'une source d’AMPc dans le
noyau, qui pourrait étre liée a la présence de I188Qible dans le noyau. Ceci peut étre testé
en modifiant la concentration de bicarbonate extelans le but d’activer I'AC soluble.

Il serait extrémement intéressant par la suitedager 'AMPc et 'activité PKA ainsi que

celle des PDEs et des PPases sur des fractionéairesl et cytoplasmiques a partir de
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cardiomyocytes de rats adultes. Toutefois, I'obtentle fractions nucléaires dépourvues de
contamination cytoplasmique n’est pas évidenteprotocole de fractionnement dans ce type

cellulaire reste a optimiser car il présente deblemes de pureté.

Au cours de cette étude jai tenté d’examiner l&spnce des différentes sous-unités
endogenes de la PKA dans les noyaux de cardiomgmcyte rats adultes par
immunocytochimie, puisque certaines études suggeten présence des sous-unités
régulatrices de la PKA au niveau nucléaire dansigscytes cardiaques (Reingt al, 1997,
Yang et al, 1998). Mes résultats suggérent que les soussuRitéet RIk de la PKA sont
fortement exprimées dans les noyaux des myocytasim@aires de rats adultes et il semble
que la sous-unité dCest présente dans les noyaux de maniére moinglabten Certes, ces
résultats suggérent une présence de la sous-uretédR la sous-unité C de la PKA dans le
noyau mais ne montrent pas que ces sous-unitésassotiées. Donc concretement ces
résultats ne prouvent pas que la PKA holoenzymé pmisente dans le noyau des
cardiomyocytes. Afin de vérifier cette hypotheseusigoourrions utiliser la technique

DuoLink™

in situ « Proximity Ligation Assay » qui consiste a mesumesitu et de maniere
sensible les interactions protéine-protéine. GEacette technique nous pourrions donc savoir
si les sous-unités R et C détectées dans le naysuassociées ou pas. Le principe de cette
technique consiste a utiliser dans un premier temps anticorps primaires d’especes
différentes dirigés contre les sous-unités R eteClad PKA. Dans un second temps, des
anticorps secondaires fournis par le kit Duolink®iiik) et couplés a des séquences d’ADN
sont utilisés. Si les sous unités R et C de la RIGAt associées ces anticorps secondaires
spécifiques des especes des anticorps primairaséue suffisamment proches pour que leur
séquences d’ADN s’hybrident entre elles. Aprés leunplification, cette réaction de

polymérisation sera détectée suite a un marquage=gcent.

J'ai également cherché a obtenir une évidence itometlle de la présence de la PKA au
niveau nucléaire, en testant I'effet d’'un flash Qur la libération dAMPc cagé dans des
cardiomyocytes de rats adultes infectés avec AKARS. Mes résultats montrent que la
libération d’AMPc conduit a une activation rapide th PKA dans le cytoplasme mais
n'active pas la PKA dans le noyau, suggérant ajnsi la PKA holoenzyme ne réside pas
dans le noyau. Cependant, il est possible quedatié d’AMPc libérée au niveau nucléaire
ne soit pas suffisante pour activer la PKA. Desteignces avec un senseur AMPc localisé au

noyau seraient intéressantes pour verifier ce pbiatis pouvons également imaginer que la
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guantité d’AMPc cagé est réduite dans le noyawesuisa dégradation par les PDEs. Ceci
semble improbable puisque nous parvenons a mebactrité PKA suite a la libération
d’AMPc dans le cytoplasme malgré la présence de&sPldans ce compartiment.
Alternativement, nous pouvons penser que l'activaiile la PKA est annulée par la PP1
nucléaire qui maintient la sonde AKAR3-NLS dans état déphosphorylé. Il est donc

envisagé de refaire cette expérience dans deseseiurepxrimant I-1 ou I-1-NLS.

Les AKAPs peuvent également jouer un role déterntipaur comprendre la régulation de la
signalisation PKA nucléaire. Comment ces protéinealisent la PKA au niveau du noyau?
Est ce qu'elles adressent la PKA uniquement auanivde I'enveloppe nucléaire ou est ce
gu’elles la localisent également a l'intérieur doyau? Dans un premier temps il serait
intéressant pour nous d’évaluer le réle des AKARasdla régulation de l'activité PKA

nucléaire, en utilisant des peptides perturbatdarta liaison AKAP-PKA et permettant une

déstabilisation de la localisation de la PKA, conlmeeptide Ht31 qui se fixe avec une trés
forte affinité a la sous-unité RIl de la PKA etdeptide RIAD qui a une forte affinité pour les

sous-unités RI. Pour cela l'activité PKA sera mésudans les noyaux de cardiomyocytes
exprimant AKAR3-NLS, suite & une stimulatiBrAR et en présence de Ht31 ou de RIAD.
Des expériences de co-immunoprécipitation des AK&ARS la PKA et pourquoi pas avec la
PDE4 ou la PP1 peuvent étre intéressantes a naettpmint sur des fractions nucléaires ou
périnucléaires issues des cardiomyocytes des thibes, afin d’identifier les complexes

moléculaires qui régulent l'activité PKA dans leyaa ainsi que leur localisation au niveau

nucléaire.

* PKA et hypertrophie cardiaque

Nos résultats ont montré que dans les cardiomysdgeats adultes, les isoformes PDE4B et
PDEA4D jouent un réle dans la modulation de I'at#i\WKA nucléaire alors que la PP1 est un
régulateur négatif important de l'activité PKA ddashoyau en réponse a une stimulafien
AR. PPl devrait donc également contrdler la régnatde l'activation des substrats
nucléaires et endogénes de la PKA tels que CRHBsgbrotéines HDAC de classe I, qui
sont impliqués dans le remodelage cardiaque pajitple et dans les effets néfastes de la
stimulation B-AR chronique (Lewinet al, 2009; Haberlancet al, 2009). Notre équipe a
montré précédemment que la PDE4B mais pas PDE4Ddigshuée en hypertrophie

cardiaque induite par une surcharge de pressiomGRlgeset al, 2009), alors que les
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Ser/Thr PPs sont généralement augmentées dansoleardg malade (Boknikt al, 2000;

Lim et al, 2000; Wittkopperet al, 2011). De plus, comme exposé plus en détail dans
I'introduction, il est connu que les principaux quusants de la voie AMPc (réceptefifAR,
protéines Gi, AC, PKA etc) sont fortement remari@s du remodelage pathologique du
coeur (Movsesian & Bristow, 2005). Par conséquéserait intéressant d’examiner I'impact
de ces modifications sur la régulatipqadrénergique de l'activité de la PKA dans le nogiau
cardiomyocytes en hypertrophie ou en IC et de déter également s’il existe une

modification de la régulation par les PDEs et IBs Bans les noyaux de ces cellules.

Il est largement connu que la PKA exerce des efielsng terme en régulant I'expression
génique via les facteurs de transcription de lalfar@REB (CREB, CREM et ICER) ou les
protéines HDAC de classe Il, qui semblent étre iqudls dans la régulation des génes du
programme hypertrophique et dans les effets déetdiune sur-activation de la vagieAR
(Fentzkeet al, 1998; Tomitaet al, 2003; Mulleret al, 2005; Haberlanét al, 2009; Lewin

et al, 2009). Cependant, la PKA peut conduire a destsefbathologiques différents en
fonction des cibles qu’elle active. En effet, ilk& décrit que les facteurs de transcription
CREB et CREM seraient impliqués dans la régulatiorprogramme hypertrophique (Muller
et al, 1998; Fentzkeet al, 1998; Isodeet al, 2003; Mulleret al, 2005; Matuset al, 2007).

Le répresseur transcriptionnel ICER joue égalernentdle important dans la régulation de
I’hypertrophie cardiague mais c’est aussi un facfauorisant I'apoptose par diminution de
I'expression de Bcl-2 (Tomitat al, 2003). En revanche, les protéines HDAC4 et HDACS5
sont impliquées dans la répression de I'expresdasigenes du programme hypertrophique
(Ha et al, 2010; Backset al, 2011). Ceci pose la question de comment la PKAleeces
différents facteurs de transcription et ces pr@®ginucléaires ? Quels sont les facteurs qui
font que la PKA active telle protéine et pas I'aufr Quels rdles peuvent jouer les
phosphatases dans I'activation de ces différerfisctefirs ? La réponse a ces questions
pourrait permettre d’envisager des manipulatiodsctige de l'activité PKA nucléaire pour
contrer les effets déléteres d’'une activation ciyws des récepteufsadrénergiques sur le

caeeur.
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Abstract

Rationale: RV and LV have different embryologic, structural, metabolic and
electrophysiologic characteristics, but whether interventricular differences exist in
B-AR responsiveness is unknown.

Objective: This study was designed to examine whether the B-adrenergic (B-AR)
response differs in right (RV) versus left (LV) ventricles and study the associated
signaling mechanisms.

Methods and Results: LV and RV intracavitary pressures were recorded in anesthetized

beagle dogs. Sarcomere shortening, Ca®" transients, Ic,r and Iy, currents were
recorded in isolated dog LV and RV midmyocytes. Intracellular [cAMP] and PKA
activity were measured by live cell imaging using FRET-based sensors. A bolus
injection of isoproterenol increased RV dP/dty.x ~5-fold versus 3-fold in LV.
Isoproterenol increased sarcomere shortening ~10-fold and Ca*'-transient amplitude
~2-fold in LV midmyocytes (LVMs) versus ~25-fold and ~3-fold in RVMs. FRET
imaging using targeted Epac2camps sensors revealed no change in subsarcolemmal
[cAMP], but a 2-fold higher B-AR stimulation of cytoplasmic [cAMP] in RVMs
versus LVMs. Accordingly, B-AR regulation of I, and Igs were similar between
LVMs and RVMs, whereas cytoplasmic PKA activity was increased in RVMs. Both
PDE3 and PDE4 contributed to the B-AR regulation of cytoplasmic [cAMP], and the
difference between LVMs and RVMs was abolished by PDE3 inhibition and
attenuated by PDE4 inhibition.

Conclusion: Canine RV and LV differ in their B-AR response due to intrinsic
differences in myocyte -AR downstream signaling. Enhanced B-AR responsiveness
of the RV results from higher cAMP elevation in the cytoplasm, due to a decreased

degradation by PDE3 and PDE4 in the RV compared to the LV.
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Non-standard Abbreviations and Acronyms

AC adenylyl cyclase

B-AR [B-adrenergic receptor

cAMP cyclic adenosine monophosphate
[cAMP]i intracellular cyclic adenosine monophosphate
ECC excitation-contraction coupling

Icar L-type Ca’" channel current

Ixs slow delayed rectifier potassium current
Iso isoprenaline

LV left ventricle

LVM left ventricle myocyte

PDE phosphodiesterase

PKA protein kinase A

Ro Ro 20-1724

RV right ventricle

RVM right ventricle myocyte

RyR2 ryanodine receptor
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Introduction

The sympathetic nervous system is responsible for adaptation of cardiac output to stress
and physical exercise. This “fight-or-flight” response is mediated primarily by
noradrenaline and adrenaline acting on f-adrenergic receptors (B-ARs) at the surface of
cardiac myocytes. -ARs are coupled through G, to adenylyl cyclases (AC) and the
generation of cAMP, which in turn activates the cAMP-dependent protein kinase
(PKA). PKA then phosphorylates key proteins involved in excitation-contraction
coupling (ECC) including sarcolemmal L-type Ca®" channels (Icar), ryanodine
receptors (RyR2), phospholamban and troponin L' In addition, PKA phosphorylates
slowly-activating delayed rectifier K™ (Ixs) channels to control cardiac repolarization.”
The levels of cAMP and thus the degree of PKA activation are finely regulated
by cyclic nucleotide phosphodiesterases (PDEs) that degrade the second messenger into
5’-AMP. Cardiac PDEs degrading cAMP belong to 5 families (PDE1-4 and PDES)
which can be distinguished by distinct enzymatic properties and pharmacology.’ In
rodents, PDE3 and PDE4 are the major contributors to the total cAMP-hydrolytic
activity® and PDE4 is dominant to modulate p-AR regulation of cAMP levels.””
Multiple PDE4 variants associate with p-ARs,'"'? RyR2,"> SERCA2,'*"* I¢,,'® and
Ixs'’ to exert local control of ECC. In larger mammals, PDE3 activity is dominant in

1820 and PDE3 inhibitors exert a potent positive inotropic effect.”!

microsomal fractions
Selective inhibition of PDE3 with milrinone has been shown to improve cardiac
contractility in patients with congestive heart failure.”” The role of PDE4 is less well
defined but evidence is emerging that PDE4 may also play an important role in these

species. In the canine heart, a large PDE4 activity is found in the cytoplasm'® but PDE4

is also present in microsomal fractions, where it accounts for ~20% of the activity."”
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Recent studies have indicated that PDE4 is expressed in human ventricle where, similar
to rodents, it associates with p-ARs, RyR2 and phospholamban.”'® Moreover, PDE4
controls ECC and arrhythmias in human atrium.*

The right (RV) and left (LV) ventricles originate from different progenitor

24,25
cells™

and differ in several important ways. Both ventricles have different mass
(under normal conditions LV mass is ~6-fold RV mass), volume, morphologies and
pressures.”®?’ Electrical heterogeneity has been well characterized between ventricular
epicardial, endocardial and midmyocardial layers.”*>' Although less studied, different
electrophysiological properties were also reported between the two ventricles. In rats
and dog, the action potential (AP) is shorter in the RV than in the LV.>*** In dog, the
notch in phase 1 of the AP is deeper in the RV than the LV.***** These differences are
related to larger repolarizing K currents, I, and Ix, in dog RV.>*** In this species, a
larger RV Iks correlates with a higher expression of KCNQI1 and KCNEI, the principal
and auxiliary subunit of the Ix, channel, respectively.’® Regional heterogeneity between
the LV and the RV may also exist for ATP-activated K" current, Ixatp.”®’

In contrast to these electrophysiological studies, a recent proteomic study
reported no difference in the expression level of more than 600 proteins between the RV
and the LV from pig and rabbit. Most of these were contractile/structural proteins,
oxidative phosphorylation components, and enzymes from intermediary metabolism.
No plasma membrane voltage-gated ion channels were analyzed, but a few major Ca*"
handling proteins (SERCA2, RyR2) and signal transduction components
(Ca®*/Calmodulin kinase 118, PKA type I and II) showed no variation in expression
level *®

These studies raise the question of whether functional differences between the

LV and the RV are limited to electrophysiological features or extend to other aspects of
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ventricular function. Surprisingly, only limited information is available concerning ECC
and its neurohumoral regulation in RV versus LV. However, previous reports in rat
have shown that, despite similar interventricular expression levels, a higher proportion
of the total SERCA2a pool is associated with phospholamban, resulting in lower Ca**
reuptake rate and prolonged Ca®" transients in RV myocytes compared with LV
myocytes.” In mouse, opposite inotropic responses to a;-AR stimulation were reported,
and attributed to different effects on myofilament Ca®" sensitivity.* In human, recent
clinical studies indicate that ventricular load increases more for the RV than the LV
during exercise’' and this may reflect, at least partly, the relative differences in maximal
pulmonary-arterial versus aortic pressure rise. It is currently unclear whether
interventricular differences exist in the sympathetic responsiveness of the human heart.

In canine, while the absolute dP/dt are far greater in LV than in RV, stimulation
of the cardiac sympathetic nerves induces greater relative changes in contractile force in
the RV than in the LV.** These changes are insensitive to a;-AR blockade by
phentolamine, implicating differences in B-AR response.” However, several studies
reported no difference in B-AR density, AC activity and its activation by catecholamines
between RV and LV under normal conditions.**-*

Intrigued by these apparent differences, we examined the B-AR regulation of
cardiac contractility in dog RV and LV in vivo and in isolated myocytes. Our data reveal
enhanced sensitivity of the RV to B-AR stimulation, and provide evidence that PDE3

and PDE4 shape distinct compartmentalized cAMP signals that underlie interventricular

dispersion in B-AR stimulation.
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Methods

This investigation conformed with the Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals published by the US National Institutes of Health (NIH Publication No. 85-23,
revised 1996). Animal handling was in accordance with the European Directive for the
Protection of Vertebrate Animals Used for Experimental and Other Scientific Purposes
(86/609/EU). The study was conducted in accordance with the Declaration of Helsinki

principles, and approved by the Ethical Committees of our institutions.

In vivo Experiments

General anesthesia was induced in 4 beagle dogs (3 F/1 M; average weight 11£1 kg) by
lofentanil (0.075 mg/kg body weight i.v.), scopolamine (0.015 mg/kg), succinylcholine
(1.0 mg/kg), and subsequent hourly slow injections of fentanyl (0.025 mg/kg i.v.) and
continuous infusion of etomidate (1.5 mg/kg/h). Dogs were ventilated with 30% oxygen
in pressurized air to normocapnia. The body temperature was kept at 37°C with a heated
water mattress. ECG standard lead II was continuously recorded. Under closed-chest
conditions, LV and RV intracavitary pressures were recorded simultaneously with high-
fidelity catheter-tip micromanometers introduced via the femoral artery and vein
(Gaeltec Ltd, Dunvegan, UK and Millar Instruments Inc, Houston, TX, USA). In each
animal a bolus injection of isoproterenol (2.5 pg/kg) was administered and repeated

twice, with each next infusion given after baseline values had been stably reestablished.

Cell-Isolation Procedure
Adult female beagle dogs were used for myocyte isolations. A total of 12 dogs were
included in the study. Anesthesia was induced with 45 mg/kg pentobarbital. Once full

anesthesia was reached, the chest was opened via a left thoracotomy and the heart was
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excised and placed in an O,-gassed, Ca**-free standard buffer solution at approximately
4°C. The cell-isolation procedure was the same as previously described.”” Briefly, both
the left-anterior-descending and right coronary arteries were cannulated and perfused
simultaneously. After ~20 min of collagenase perfusion and subsequent washout of the
enzyme, the epicardial surface layer was removed from wedges of both the LV and RV
until a depth of >3 mm was reached. Softened tissue samples were collected from the
midmyocardial layer underneath, while contamination with the endocardium was
avoided. Samples were gently agitated, filtered and washed. Midmyocytes were stored
at room temperature in standard buffer solution (vide infra) and only quiescent rod-
shaped cells with clear cross-striations and without granulation were used for the

experiments. Cells were used within 48 h of isolation.

Adenoviral Infection of Dog Ventricular Myocytes

Isolated cells were suspended in minimal essential medium (MEM: M 4780; Sigma, St
Louis, Missouri, USA) containing 1.2 mmol/L Ca®’, 2.5% fetal bovine serum (FBS,
Invitrogen, Cergy-Pontoise, France), 1% penicillin-streptomycin, 2% HEPES (pH 7.6)
and plated on 35 mm, laminin-coated culture dishes (10 pg/mL laminin, 2 h) at a
density of 10 cells per dish. Dishes were kept in an incubator (95% Oa, 5% CO,, 37°C)
for 2 h. Then the medium was replaced by 400 puL of FBS-free MEM containing
adenoviruses encoding for the cytoplasmic cAMP sensor Epac2-camps® at a
multiplicity of infection (MOI) of 1000 pfu/cell, the plasma-membrane targeted
pmEpac2-camps™ at a MOI of 700 pfu/cell and the cytoplasmic PKA sensor AKAR3-

NES* at a MOI of 1000 pfu/cell.
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Icar Recordings

The whole-cell configuration of the patch-clamp technique was used to record Ic,y.
Patch-electrode resistance was between 1-2 MQ when filled with internal solution
containing (in mmol/L): CsCl 118, EGTA 5, MgCl, 4, Nayphosphocreatine 5, Na,ATP
3.1, Na,GTP 0.42, CaCl, 0.062 (pCa 8.5), HEPES 10, adjusted to pH 7.3 with CsOH.
Extracellular Cs'-Ringer solution contained (in mmol/L): CaCl, 1.8, MgCl, 1.8, NaCl
107.1, CsCl 20, NaHCOs 4, NaH,PO4 0.8, D-glucose 5, sodium pyruvate 5, HEPES 10,
adjusted to pH 7.4 with NaOH. The cells were depolarized every 8 s from —50 to 0 mV
during 400 ms. The use of —50 mV as holding potential allowed the inactivation of
voltage-dependent Na™ currents. K™ currents were blocked by replacing all K* ions with
external and internal Cs’. Amplifiers RK-400 (Bio-Logic, Claix, France) or Axopatch
200B (Axon Instruments, Inc., Union City, CA, USA) were used for voltage clamping
and acquisition. Currents were analogue filtered at 3 kHz and digitally sampled at 10
kHz using a 12-bit analogue-to-digital converter (DT2827; Data translation, Marlboro,
Massachusetts, USA) connected to a compatible PC or a Digidata 1440A interface
connected to a computer equipped with pClamp 10 software (Axon Instruments, Inc.,
Union City, CA, USA). The maximal amplitude of whole-cell Ic,1. was measured as
previously described.’® Currents were not compensated for capacitance and leak

currents.

Iks Recordings

The whole-cell configuration of the patch-clamp technique was also used to record Iks.
Patch electrodes had a resistance between 0.5-2 MQ when filled with internal solution
containing (in mmol/L): K-aspartate 125, KCI 20, MgCl, 1.0, MgATP 5, HEPES 5 and

EGTA 10, pH 7.2 with KOH. The external solution had the following composition
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(mmol/L): NaCl 145, KCl 4.0, CaCl, 1.8, MgCl, 1.0, glucose 11 and HEPES 10, pH 7.4
with NaOH at 37°C. During the recordings, KCI was omitted from the external solution
to increase Ixs amplitude, which occurs through changes in the concentration gradient,
while leaving the kinetics of Ixs activation and deactivation uninfluenced.”' Ic,; was
blocked with nifedipine (5 uM) and Ix, with dofetilide (1 uM). The myocytes were
depolarized from a holding potential of -50 mV to +50 mV for 3 s, with the tail currents
on repolarization to 0 mV quantified as Ixs. Ten baseline pulses were recorded followed
by 3 pulses during brief (15 s) stimulation with Iso (plus or minus PDE inhibitor) and
this was followed by a further 50 pulses during perfusion with 0 mmol/L K (+ PDE
inhibitor). Fast solution changes were achieved with the complete VC-6 fast-step
perfusion system (Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA) together with a multibarrel

glass pipette that was positioned ~50 pm from the cell during drug application.

Recordings of Ca®" Transients and Sarcomere Shortening

Myocytes were loaded with 5 uM Fura-2 AM (Invitrogen) during 15 min at room
temperature and then washed with Ringer solution containing (in mmol/L): NaCl 121.6,
KCl1 5.4, MgCl; 1.8, CaCl, 1.8, NaHCOs 4, NaH,PO, 0.8, D-glucose 5, Na-pyruvate 5,
HEPES 10, adjusted to pH 7.4 with NaOH. The loaded cells were field-stimulated (5 V,
4 ms) at a frequency of 0.3 Hz. Then, sarcomere length and Fura-2 ratio (measured at
512 nm upon excitation at 340 nm and 380 nm) were simultaneously recorded using an
IonOptix System (IonOptix, Milton, MA, USA). Cell contraction was assessed as the
percentage of sarcomere shortening, which is the ratio of twitch amplitude (difference
of end-diastolic and peak systolic sarcomere lengths) to end-diastolic sarcomere length.
Ca*"-transient amplitude was assessed by the percentage of variation of the Fura-2 ratio,

by dividing the twitch amplitude (difference of end-diastolic and peak systolic ratios) to
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end-diastolic ratio. All parameters were calculated offline with dedicated software

(IonWizard 6x, IonOptix).

FRET Measurements

The same Ringer solution as described above for Ca®" transients and cell shortening
measurements was used in these experiments. Images were captured every 5 s using the
40x oil immersion objective of a Nikon TE 300 inverted microscope connected to a
software-controlled (Metafluor, Molecular Devices, Sunnyvale, California, USA)
cooled charge coupled (CCD) camera (Sensicam PE; PCO, Kelheim, Germany). CFP
was excited during 150-300 ms by a Xenon lamp (100 W, Nikon, Champigny-sur-
Marne, France) using a 440/20BP filter and a 455LP dichroic mirror. Dual-emission
imaging of CFP and YFP was performed using an Optosplit Il emission splitter (Cairn
Research, Faversham, UK) equipped with a 495LP dichroic mirror and BP filters
470/30 and 535/30, respectively. A region of interest including the entire cell was used
for measurement of average CFP and YFP intensity. CFP and YFP intensities were
background corrected and the YFP emission was corrected for CFP bleed through. The

ratio of CFP over corrected YFP was used as an index of cAMP concentration.

Reagents

Cilostamide was from Tocris Bioscience (Bristol, UK) and Ro 20-1724 was from
Calbiochem (Darmstadt, Germany). Unless specified, all other drugs were from Sigma-
Aldrich (Saint Quentin, France). Isoproterenol (Iso) was first dissolved in distilled water

containing 30 uM ascorbic acid and then kept in the dark at 4°C until use.
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Data Analysis and Statistics
All results are expressed as mean=SEM. For statistical evaluation the paired and
unpaired Student’s r-test were used, and a difference was considered statistically

significant when p was <0.05.

Results

In vivo Inotropic Response to Isoproterenol in RV and LV

Pressure recordings were obtained simultaneously from the RV and LV at baseline and
during infusion of Iso in anesthetized beagle dogs. Representative examples relative to
the ECG are shown in Figure 1A. At baseline, systolic pressures and maximal dP/dt
were significantly higher in the LV than in the RV (Figure 1B). For example, maximal
dP/dt was 2582+194 mm Hg/s in the LV versus 534+45 mm Hg/s in the RV (p<0.001).
Upon Iso, maximal dP/dt increased ~3.4-fold in the LV compared to almost 5-fold in
the RV (p<0.05; Figure 1B, left panel). Accordingly, the relative increase in systolic
pressure by B-AR stimulation was significantly higher in the RV than LV, reaching on
average 6619 mm Hg (+61+6%) and 172+31 mm Hg (+20+4%), respectively (p<0.01)
during Iso (Figure 1B, right panel). Complete recovery from the positive inotropic
response (Figure 1C) occurred faster in the LV than the RV after the Iso bolus infusions
(Figure 1C, right panel). Diastolic pressures did not show discernable interventricular

differences from baseline to Iso.
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Sarcomere Shortening and Ca’*-Transient Measurements in Response to B-AR
Stimulation in RV and LV Midmyocytes

Sarcomere shortening and Ca®" transients were simultaneously measured in Fura-2-
loaded RVMs and LVMs obtained from the same hearts and paced at 0.3 Hz. There was
no significant difference in basal sarcomere length, basal sarcomere shortening, basal
Fura-2 ratio and basal Ca*"-transient amplitude (Table 1). As shown by the individual
traces of Figure 2A and 2B, a pulse application of Iso (100 nmol/L, 15 s) increased the
amplitude of sarcomere shortening and Ca®" transient in both LVMs and RVMs, but
these effects were exacerbated in RVMs. Indeed, on average Iso increased sarcomere
shortening by ~25-fold in RVMs versus ~10-fold in LVMs and increased Ca®"
transients ~3-fold in RVMs versus 2-fold in LVMs (Figure 2C and 2D). The effect of
Iso lasted also longer in RVMs than in LVMs, as indicated by the time to half-maximal
recovery (tinofr) of sarcomere shortening (7911 s in RVMs versus 54£3 s in LVMs)
and Ca’" transient (8247 s in RVMs versus 49+6 s in LVMs). These results indicate that

the differential in vivo positive inotropic effects by Iso have a cellular origin.

B-AR Regulation of Cytoplasmic cAMP Signals and PKA Activity in RV and LV
Midmyocytes

Since B-AR stimulation of ECC involves cAMP mobilization, this second messenger
was measured in intact LVMs and RVMs by fluorescence resonance energy transfer
(FRET) using the cytoplasmic sensor Epac2-camps.*” Figure 3A shows pseudocolor
images of a LVM and a RVM expressing Epac2-camps. At 1 min after application of
Iso (100 nmol/L, 15 s), the CFP/YFP ratio increased to a greater extent in RVMs than in
LVMs. As shown in Figure 3B, Iso led to a transient increase in the CFP/YFP ratio that

was on average ~2-fold higher in RVMs versus LVMs (p<0.001) reflecting enhanced
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cytoplasmic cAMP accumulation in RVMs. Because PKA is the primary target of
cAMP for short-term regulation of ECC, cytoplasmic PKA activity was monitored
using the PKA FRET sensor AKAR3-NES.* As shown in the illustrative pseudocolor
image of Figure 3C and on the average time course of Figure 3D, although the maximal
increase in YFP/CFP ratio was identical at 1 min, the signal decayed faster in LVMs
than RVMs and became significantly higher in RVMs than LVMs after 2 min. This
indicates that cytoplasmic PKA activity was higher in RVMs than in LVMs in response
to B-AR stimulation. The lack of difference in the YFP/CFP ratio at the beginning of the
stimulation was most likely due to saturation of the AKAR3-NES sensor at this
concentration of Iso, as indicated by the lack of a sharp peak in RVMs and by previous
experiments in rat ventricular myocytes showing that a ~40% change in YFP/CFP
represents the maximal FRET change that can be obtained with this sensor (data not

shown).

B-AR Regulation of Subsarcolemmal ¢cAMP, Ic,;. and Igxs in RV and LV
Midmyocytes

Because subsarcolemmal cAMP plays an important role in ECC, we next used a
plasma-membrane targeted version of Epac2-camps (pmEpac2-camps™) to monitor
cAMP specifically in this compartment. To our surprise, comparison of LVMs and
RVMs revealed no difference in subsarcolemmal cAMP ([cAMP],) generated by f-AR
stimulation with an Iso pulse. Indeed, neither the maximal cAMP elevation nor its decay
kinetics was different between LVMs and RVMs (Figure 4A). We next wondered
whether the same was true for the major sarcolemmal targets of the B-AR/cAMP/PKA
pathway, Ic,r and Iks. As shown in Table 1, there was no difference in basal Ic,r

density between RVMs and LVMs. A pulse stimulation with Iso (100 nmol/L, 15 s)
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resulted in a similar transient increase of I¢, 1 between LVMs and RVMs, both in terms
of amplitude and duration (Figure 4B). In contrast to I,y basal Ixs density was higher
in RVMs than LVMs (Table 1), which is consistent with earlier findings.”> However,
pulse B-AR stimulation increased Ixs to similar degrees in LVMs and RVMs (Figure
4C). These results indicate that 1) differences in B-AR cAMP signals between LVMs
and RVMs are compartment-specific and ii) the increased stimulation of ECC by Iso in

RVMs does not involve differential regulation of I¢, . and Iks.

PDE3 and PDE4 Shape Distinct p-AR cAMP Signals in RVMs and LVMs

We next investigated whether phosphodiesterases (PDEs) are involved in the
differences in cytoplasmic cAMP accumulation observed between RVMs and LVMs
upon B-AR stimulation. We first tested the implication of PDE3, because of its critical
importance for the control of cardiac contractility in dog.”' Thus, myocytes expressing
Epac2-camps were challenged with Iso (100 nmol/L, 15 s) in the presence of the
specific PDE3 inhibitor cilostamide (Cil, 1 umol/L), and the inhibitor was maintained
during Iso washout. Figure SA shows that Cil doubled the maximal amplitude of the
Iso-induced cAMP transient in LVMs, while having little effect in RVMs. Cil also
profoundly impaired cAMP recovery in both LVMs and RVMs, as indicated by the ~3-
fold increase in time to half maximal decay (ti.fr) values (Figure 5SA). We next tested
the implication of PDE4, which represents the major soluble cAMP-PDE activity in dog
ventricle' by using the specific PDE4 inhibitor Ro-201724 (Ro, 10 pmol/L). Figure 5B
shows that Ro induced a 3-fold increase in the amplitude of the cAMP transient elicited
by Iso in LVMs and a 2-fold increase in RVMs. PDE4 inhibition also significantly
delayed cAMP recovery, as demonstrated by a ~2.5-fold increase in time-to-half-

maximal decay (tinofr) values. Thus, PDE3 and PDE4 regulate cytoplasmic cAMP
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accumulation upon B-AR stimulation in canine ventricular midmyocytes. However, this
control is less stringent in RVMs compared to LVMs, resulting in higher cytoplasmic

cAMP ([cAMP].,) upon B-AR stimulation.

Regulation of Membrane cAMP, Ic,1, and Ixs by PDE3 and PDE4 in RVMs and
LVMs

Given the large contribution of PDE4 to cytoplasmic cAMP hydrolysis upon B-AR
stimulation, we compared the respective roles of PDE3 and PDE4 in the B-AR
regulation of subsarcolemmal cAMP in canine ventricular myocytes. As shown in
Figure 6A, inhibition of PDE3 with 1 umol/L Cil had no effect on the maximal cAMP
elevation at the plasma membrane but delayed cAMP recovery in LVMs and RVMs.
Interestingly, the difference in average tjo values between Iso and Iso+Cil reached
statistical significance only in LVMSs (t;0er was 10717 s for Iso, and 232+50 s for
Iso+Cil, p<0.05 whereas in RVMs, t;5r was 112+17 s for Iso alone and 171£39 s for
Iso+Cil, p=0.36) suggesting a stronger contribution of membrane-bound PDE3 in
LVMs versus RVMs to cAMP hydrolysis upon B-AR stimulation. In sharp contrast to
what was observed in the cytoplasm, PDE4 inhibition with Ro at 10 pmol/L had no
effect, neither on the amplitude nor on the recovery kinetics of the cAMP transient
generated by Iso pulse stimulation at the plasma membrane (Figure 6B). We next
investigated the respective contribution of PDE3 and PDE4 to the regulation I, and
Ixs. As shown in Figure 7A, PDE3 inhibition had no effect on the maximal Ic,1
stimulation induced by Iso (100 nmol/L, 15 s), but significantly delayed Ic,1 recovery
in LVMs and RVMs (in LVMs, ty.¢ was 91+7 s for Iso, and 203+22 s for Iso+Cil,
p<0.001; in RVMs, ti0er was 113+11 s for Iso alone and 176£19 s for Iso+Cil, p<0.05).

Interestingly, PDE3 inhibition also slowed Iks recovery in RVMs and LVMs (data not
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shown). In contrast, inhibition of PDE4 with Ro at 10 pmol/L did not modify Ic,p
(Figure 6B) nor Ik recovery. However, when PDE3 was inhibited by Cil, concomitant
inhibition of PDE4 drastically prolonged the B-AR stimulation of the current (Figure
6C), with t; values reaching 381+66 s in RVMs (p<0.05 versus Iso+Cil) and 381+51
s in LVMs (p<0.01 versus Iso+Cil). These results indicate that although PDE3 is
dominant for B-AR regulation of I¢,1 in canine myocytes, PDE4 becomes important

when PDE3 is inhibited.

Discussion

This study provides direct evidence that canine RV and LV differ in their sensitivity to
B-AR stimulation due to intrinsic postsynaptic differences in myocyte f-AR signaling.
The increased positive inotropic effect of Iso observed in the RV in vivo is correlated
with enhanced efficiency of Iso to stimulate Ca®" transients and sarcomere shortening in
RVMs compared to LVMs isolated from the same hearts. Enhanced B-AR
responsiveness in RVMs is not associated with modifications of B-AR signaling at the
plasma membrane, since B-AR stimulation of subsarcolemmal [cAMP]; and of
membrane currents Ic,p and Igs are similar in RVMs and LVMs. However, RVMs
display a higher cAMP accumulation and PKA activity in the cytoplasm compared to
LVMs, and the difference in cAMP is abolished by inhibition of PDE3 and PDE4. Thus,
PDE3 and PDE4 shape distinct compartmentalized cAMP signals that underlie
regionally-specific differences in the cardiac ventricles upon B-AR stimulation.

Recent clinical studies indicate that during intense physical exercise, the

41,52

afterload of the RV increases more than that of the LV. Because the sympathetic

system is strongly activated during exercise, these observations suggest that the RV
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could be more sensitive to sympathetic stimulation than the LV in humans. Earlier
studies that compared the responsiveness of the LV versus RV to sympathetic nerve
stimulation in dog are consistent with this notion: Norris and Randall showed that
stimulation of the left and right ansae subclavia has a stronger inotropic effect in the RV
than in the LV.* Similarly, Abe et al.*® reported stronger effects of sympathetic nerve
stimulation on RV systolic pressure, which were not modified by a;-AR blockade.
Thus, previous data suggested the existence of differential f-AR stimulation in RV
versus LV, but until now its clear demonstration has been lacking and the potential
mechanisms involved remain elusive. Our experiments show that Iso infusion in vivo
exerts a stronger relative increase in RV contractility compared to that of the LV (Figure
1). Importantly, myocytes isolated from the midmyocardial layer of the RV showed
enhanced and prolonged stimulation of Ca®" transients and contraction by Iso compared
to their LV counterparts (Figure 2). These results demonstrate that the high sensitivity
of the RV to B-AR stimulation relies at least partly on an intrinsic property of RV
myocytes, and raise the question of which mechanisms are involved.

B-AR control of cardiac ECC operates mainly through activation of cAMP and
PKA. Consistent with increased functional effects of B-ARs, cytoplasmic cAMP and
PKA activity were found increased in RVMs upon Iso pulse stimulation (Figure 3).
However, this difference was compartment-specific since enhanced B-AR responses
were not observed at the plasma membrane. Indeed neither B-AR regulation of
subsarcolemmal cAMP signals nor that of I, and Ixs were modified in RV compared
to LV (Figure 4). Since I, was not involved in the enhanced inotropic effect of Iso in
RV, other ECC proteins must be differentially regulated. Likely candidates are RyR2
and PLB, which control SR Ca®" release and reuptake by SERCA2a, respectively.

Although differential SERCA2a-PLB association was observed in RV versus LV in
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% we did not observe differences in the decay kinetics of Ca*" transients in RV

rat,
versus LV dog myocytes (data not shown). To our knowledge, whether RyR2 and PLB
are differentially phosphorylated in response to Iso stimulation in RV versus LV has not
been investigated.

Enhanced B-AR functional effects in RVMs could result from increased cAMP
generation in RVMs. However, the lack of difference at the plasma membrane (Figure
4) does not support this idea. Moreover, previous studies in dog indicate similar
densities of B-ARs, AC activity and AC stimulation by B-ARs in RV versus LV.**
Because in rodents PDEs can generate cAMP gradients within cardiac myocytes,*”*>*
we tested the hypothesis that they could be involved in the interventricular differences
in cytoplasmic cAMP accumulation in dog. Our results indicate that PDE3 inhibition
strongly increased maximal [cCAMP].,: in LVMs upon B-AR stimulation, while having a
weak effect on maximal [cAMP].,; in RVMs, thus abolishing the differences between
RVMs and LVMs. PDE3 inhibition also significantly prolonged the effect of Iso on
[cCAMP],m in LVMs but not in RVMs (Figure 7A). PDE4 inhibition potentiated the
maximal [cAMP]: in both RVMs and LVMs upon B-AR stimulation, with a more
pronounced effect in RVMs. As a consequence, the interventricular difference in
[cCAMP].,; accumulation was attenuated upon PDE4 inhibition. We conclude that
regionally-specific differences in subcellular cAMP compartmentation arise from a
more stringent control of B-ARs cAMP signals by PDE3 and PDE4 in LVMs than in
RVMs.

Upon B-AR stimulation, the relatively balanced contribution of PDE3 and PDE4
to cAMP hydrolysis in the cytoplasm (Figure 5) and the dominance of PDE3 at the

sarcolemma (Figure 6) is at variance with previous results in rodents, where PDE4 is

dominant in both compartments.6'9 Because in dog PDE3 inhibitors have strong
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inotropic effects in contrast to PDE4 inhibitors," our results raise the question of the
functional role of PDE4 in dog. When the respective role of these two PDEs was
evaluated on the stimulation of Ic, 1. (Figure 7) by Iso, inhibition of PDE3 but not PDE4
significantly prolonged Ic,r upregulation. This is consistent with a predominance of
PDE3 in T-tubular membranes, whereas only a fraction of PDE4 is sarcolemmal and
most of the activity is soluble.'®'” However, when PDE3 was inhibited, PDE4 inhibition
drastically prolonged Ic, 1 recovery from B-AR stimulation (Figure 7). Thus, PDE4 can
regulate Ic,1, but under normal conditions it is masked by the predominant PDE3.
Therefore, the hierarchy between PDE3 and PDE4 appears to be opposite in dog

compared to rat.’

In conclusion, the current study demonstrates that RV and LV differ in their
sensitivity to B-AR stimulation both in vivo and in vitro, and reveals regionally-specific
differences in PB-AR coupling to PDE3 and PDE4 and subcellular cAMP
compartmentation in the heart. The fact that these results were obtained in a large
mammal increases the likelihood that they represent the human situation. If this is the
case, such enhanced sensitivity to f-AR stimulation may be an important factor for RV
dysfunction not only in the context of sports medicine, but also in RV failure

consequent to left-sided heart failure or pulmonary hypertension.
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Table 1: Basal parameters measured in RVMs and LVMs

RVMs n LVMs n

Contraction

SL (um) 1.74 +£0.01 20 1.72 £0.01 18

AL (%) 1.30+£0.27 20 1.23 +£0.20 18
Calcium

Fura-2 ratio 493 +0.28 20 4.66 +£0.27 18

AR (%) 8.31+0.84 20 9.00+1.01 18
Electrophysiology

Cell capacitance (pF) 132.9+3.7 89 123.0+£3.5 92

IcaL density (pA/pF) 29+0.2 89 33+0.2 92

I, density (pA/pF) 1.1+0.2 18 0.8+0.1 (p<0.05) 13
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Figure Legends

Figure 1. Differential response to p-adrenergic stimulation in the LV versus RV in
anesthetized dogs. A, Representative pressure recordings, together with ECG lead II,
before and 60 s after bolus infusion of the B-adrenergic agonist isoproterenol at 2.5
ug/kg. B, Bar graphs showing average values (n=4 dogs) for maximal dP/dt and peak
systolic pressures in the LV and RV before and after infusion of isoproterenol. C, Bar
graphs illustrating the average time courses of alterations in maximal dP/dt and peak
systolic pressures after infusion of isoproterenol, including recovery phase. Data are

shown as change from baseline. *, p<0.05

Figure 2. B-AR regulation of ECC in LV and RV midmyocytes. A and B, Raw
traces of sarcomere shortening (A) and Ca®" transients (B) recorded in Fura-2 loaded
LVMs and RVMs paced at 0.3 Hz. The solid bar indicates application of isoproterenol
(Iso, 100 nmol/L, 15 s). C and D, Average maximal effect of Iso on sarcomere
shortening (C) and Ca”" transients amplitude (D) in LVMs (n=10) and RVMs (n=12). E
and F, Decay kinetics of the B-AR response estimated by the time to 50% decrease
(t1201r) of sarcomere-shortening amplitude (E) and Ca*'-transient amplitude (F). The bar
graphs indicate the mean+SEM. Statistically significant differences between LVMs and

RVMs are indicated by *, p<0.05.

Figure 3. RV midmyocytes display enhanced cAMP accumulation and PKA
activity in response to B-AR stimulation. A, Pseudocolor images of a dog LVM
(upper images) and a dog RVM (lower images) expressing the cytoplasmic cAMP
FRET sensor Epac2-camps. Illustrated are the percent increases of the CFP/YFP ratio

over baseline at 1 min and at 3 min after Iso (100 nmol/L, 15 s) stimulation. B, Average
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cytoplasmic cAMP accumulation elicited by Iso pulse stimulation in RVMs (n=36) and
LVMs (n=37). C, Pseudocolor images of a dog LVM (upper images) and a dog RVM
(lower images) expressing the cytoplasmic PKA sensor AKAR3-NES. Illustrated is the
percent increase of the YFP/CFP ratio over basal at 1 min and at 3 min after the Iso
pulse stimulation. D, Average PKA activation elicited by Iso pulse stimulation in RVMs
(n=5) and LVMs (n=4). Statistically significant differences between LVMs and RVMs

are indicated by *, p<0.05.

Figure 4. p-AR regulation of subsarcolemmal cAMP, Ic,1 and Ik in LV and RV
midmyocytes. A, left, average time-courses of Iso (100 nmol/L, 15 s)-induced
subsarcolemmal cAMP signals measured with pmEpac2-camps in RVMs (n=13) and
LVMs (n=7). Right, bar graphs comparing average maximal amplitude and time to 50%
decrease (t1/20fr) of the cAMP response. B, left, average time-courses of I¢, . following
Iso (100 nmol/L, 15 s) stimulation in RVMs (n=22) and LVMs (n=25). Right, bar
graphs comparing average maximal amplitude and time to 50% decrease (ti20fr) of the
Icar response. C, left, average time-course of Ixs response to Iso (100 nmol/L, 15 s) in
RVMs (n=8) and LVMs (n=8). Right, bar graphs comparing average maximal

amplitude and time to 50% decrease (t)20fr) of the Ixs response.

Figure 5. Regulation of B—AR cytoplasmic cAMP signals by PDE3 and PDE4 in
LVMs and RVMs. A, left, average time course of cAMP levels measured in the
cytoplasm with Epac2-camps following B-AR stimulation with Iso (100 nmol/L, 15 s)
alone (gray and black lines, data from Figure 3B) or during administration of the PDE3
inhibitor cilostamide (Cil, 1 umol/L, white circles: LVMs, n=13; black circles: RVMs,

n=17). Right, Bar graphs representing the average maximal amplitude and time to 50%
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recovery (tiofr) of the cytoplasmic cAMP transients induced by Iso alone or Iso with
Cil in LVMs (n=13) and RVMs (n=17). B, left, average time course of cytosolic cAMP
levels following B-AR stimulation with Iso (100 nmol/L, 15 s) alone or during
administration of the PDE4 inhibitor Ro 20-1724 (Ro, 10 umol/L; white circles: LVMs,
n=21; black circles: RVMs, n=24). Right, bar graphs representing the average maximal
amplitude and time to 50% recovery (tino) of the cAMP transients induced by Iso
alone or Iso with Ro in LVMs (n=21) and LVMs (n=24). PDE inhibitors were added to
the Iso solution and in the washout solution. Symbols and bar graphs indicate the
mean+SEM. Statistical difference between Iso alone and Iso+PDE inhibitor in LVMs

and RVMs is indicated as *, p<0.05; *** p<0.001.

Figure 6. Regulation of subsarcolemmal cAMP by PDE3 and PDE4 after brief p-
AR stimulation. A, Left, average time course of cAMP levels measured at the plasma
membrane with pmEpac2-camps following B-AR stimulation with Iso (100 nmol/L, 15
s) alone (gray and black lines, data from Figure 4A) and representative examples of
the effect of the PDE3 inhibitor cilostamide (Cil, 1 umol/L) in a LVM (white circles)
and a RVM (black circles). Right, bar graphs representing the average maximal
amplitude and time to 50% recovery (tinoff) of the sarcolemmal cAMP transients
induced by Iso alone or Iso with Cil in LVMs (n=5) and RVMs (n=5). B, left, average
time course of the plasma membrane cAMP levels following B-AR stimulation with Iso
(100 nmol/L, 15 s) alone (gray and black lines, data from Figure 4A) and representative
examples of the effect of the PDE4 inhibitor Ro 20-1724 (Ro, 10 pmol/L) in a LVM
(white circles) and a RVM (black circles). Right, bar graphs representing the average
maximal amplitude and time to 50% recovery (ti20f) of the cAMP transients induced by

Iso alone or Iso with Ro in LVMs (n=9) and LVMs (n=5). PDE inhibitors were added to
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the Iso solution and in the washout solution. Symbols and bar graphs indicate the
mean+SEM. Statistical difference between Iso alone and Iso+PDE inhibitor in LVMs

and RVMs is indicated as *, p<0.05.

Figure 7. Regulation of Ic,;. by PDE3 and PDE4 after brief B-AR stimulation.
Average time course of Ic,1 (left) and mean values of time for 50% recovery (ti/2f)
(right) in response to B-AR stimulation with Iso (100 nmol/L, 15 s) alone or with A,
cilostamide (Cil, 1 umol/L; white circles: LVMs n=18; black circles: RVMs, n=11); B,
Ro 20-1724 (Ro, 10 pumol/L; white circles: RVMs, n=15; black circles: LVMs, n=11);
C, the combination of Cil and Ro (Cil+ Ro, white circles: LVMs, n=11; black circles:
LVMs, n=11). PDE inhibitors were added to the Iso solution and in the washout
solution. The symbols and bar graphs indicate the meantSEM. Statistical difference
between Iso alone and Iso+PDE inhibitor in LVMs and RVMs is indicated as **,

p<0.01; *** p<0.001.
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