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Abréviations

8CPT : 8-pCPT-2'-O-Me-cAMP

AC : adénylate cyclase

ADN : acide désoxyribonucléique

AKAP : Protéine d’ancrage des PKA (A kinase-anamgrotein)
AMPc : adénosine 3’,5’monophosphate cyclique

ANF : peptide facteur atrial natriuretique (atmaltriuretic factor)
Angll : angiotensine I

ARA2 : antagonistes des récepteurs de I'angiotensin
ARF : ADP-ribosylation factors

ARNmM : acide ribonucléique messager

ATP : adénosine triphosphate

BNP : peptide natriuretique de type B

C&" : calcium

CaM : calmoduline

CaMKll : kinase C&'/calmoduline-dépendante de type Il
CaN : calcineurine

CEC : couplage excitation-contraction

CICR : calcium induce-calcium release

CK1 : kinase casein 1

CMD : cardiomyopathie dilatée

cMyPB-C : protéine C cardiaque liant la myosine

CnA et CnB : sous-unité catalytique A et d'une soogé régulatrice B de la calcineurine
COS : CV-1in Origin and carrying SV-40

CREB : cAMP-response element binding protein

Crm1l : exportine 1

CsA : cyclosporine A

CVRN : cardiomyocytes ventriculaires de rats nouxeaes
CyA : cyclophiline A

DAG : diacylglycérol

EPAC : Exchange Protein directly Activated by cAMP
ERK : extracellular signal-regulated kinase

ET-1: endothéline-1

FK506 : tacrolimus

FKBP12 : protéine 12 se liant a FK506

GAP: GTPase activating protein

GDI : guanine nucleotide-dissociation inhibitors

GDS : GDP dissociation stimulator

GEF : guanine exchange factor

GRK : kinase des récepteurs couplés aux protéines G
GSK3p : kinase glycogen synthasp 3

HAT : histone acetyltransferase p300

HC : hypertrophie cardiaque

HCM : cardiomyopathies hypertrophiques humaines
HCN : Hyperpolarization-activated Cyclic Nucleotigated cation channels
HDAC : histone déacétylase

HDACII : histone déacétylase de classe Il

IC : insuffisance cardiaque
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IGF1 : facteur de croissance a l'insuline 1 (insgrowth factor 1)
IP : immunoprécipitation

IP3 : inositol 1,4,5-triphosphate

IP3R : récepteurs inositol triphosphate
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LTCC : canaux calciques de type L
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MAPK : mitogen-activated protein kinases

MCIP : modulatory calcineurin interacting proteins

MEC : matrice extracellulaire
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MITR : MEF2-interacting transcription repressor
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NFAT : nuclear of activated T cells
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NYHA : « New York heart association »

PDE : Phosphodiestérases
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PI3K : phosphatidylinositol 3-kinase

PICOT : PKC-interacting cousin of thioredoxin

PIP2 : phosphatidylinositol 4,5 biphosphate

PKA ou PKC : protéine kinase A ou protéine kinase C
PLC: phospholipase C

PMA : phorbol 12-myristate 13-acetate

RA : domaine d’association a Ras
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RCPG : récepteur couplé aux protéines G

RFP : Red Fluorescent Protein
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Introduction

| - Le coeur

1) Structure et fonction

1.1) Présentation

Le cceur est un muscle exercant une fonction de paréce a des contractions rythmiques
spontanées, pour assurer la distribution du sang ttaut I'organisme. Son rythme cardiaque
varie pour s'adapter aux besoins de I'organismenlecarde fait circuler 4 a 5 litres de sang
en permanence et pompe chaque jour 8000 litreswup $e coeur bat en moyenne 100 000
fois par jour (soit 2 milliards de battements enysrme dans une vie). Lorsque celui-ci est au

repos, il bat environ 60 fois par minute.

1.2) Anatomie du coeur

Le cceur est un muscle strié composé de quatreésaviles chambres auriculaires et
ventriculaires droites séparées par la valve tpicles ainsi que les chambres auriculaires et
ventriculaires gauches séparées par la valve miffaigure 1). Lors de la relaxation, ou
diastole, le sang provenant de la veine pulmoneireles veines caves supérieures et
inférieures remplit les cavités auriculaires dra@tegauche respectivement. La pression ainsi
exercée dans les cavités auriculaires permet dioleg valves cardiaques et de remplir les
cavités ventriculaires. La contraction synchronidég oreillettes puis des ventricules, appelée
systole, permet dans un premier temps de viderde#és auriculaires, puis d'éjecter le sang
contenu dans les chambres ventriculaires droigaethe vers I'artére pulmonaire et l'aorte

respectivement.
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La capacité du myocarde a se contracter et seereést liée aux propriétés d’automaticite,
d’excitabilité, de contraction et de relaxation desllules qui le composent. Les
cardiomyocytes du tissu nodal sont capables dergéspontanément un courant électrique
(phénomeéne d’automatisme). Ce courant électriqumldése la membrane plasmique des
cellules myocardiques et entraine leur contractiphénoméne d’excitation). Afin de
coordonner la contraction des oreillettes et destrieiles, le rythme de contraction des
cellules cardiaques est imposé par les cellulesodud sino-auriculaire. Ces cellules génerent
une onde d’excitation ou potentiel d’action quipsepage des oreillettes aux ventricules par

l'intermédiaire du nceud auriculo-ventriculaire,fdisceau de His et du réseau de Purkinje.

Tronc plumonaire

Veines pulmonaires orifice des artéres coronaires

Oreillete gauche

Valve aortigue Craillette droite

Veine cave supérieura

Oreillette droite

Valve fricuspide Ventricule droit

Valve mitrale

Wentricule droit Ventricule gauche

Figure 1 Représentation schématiqgue du myocarde.e cceur est constitué de quatre
cavités formées par l'oreillette et le ventriculeits d’'une part, et l'oreillette et le ventricule
gauche d’autre part. Le cceur droit recoit le sargygnant des veines caves supérieure et
inférieure, et I'éjecte dans la petite circulatpar I'artére pulmonaire ou il sera réoxygéné. Le
coeur gauche recoit le sang des veines pulmonaigsl’gjecter dans l'aorte afin d’irriguer
'ensemble de I'organisme.
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1.3) Les parois et les difféerentes cellules canasq

Le coeur est composeé de trois parois :

- le myocarde, le tissu cardiaque est un muscle strié, quicgsssé

- a l'intérieur par un endothéliumehdocarde qui se prolonge avec I'endothélium vasculaire
en dehors du ceeur,

- et a I'extérieur par une séreuseéplicarde.

L’enveloppe extérieure du cceur est le péricarde.

Cavité péricardigue

Péricarde
fibreux

Feuillet

pariétal du Endocarde

péricarde

séreux

Myocarde

Feuillet (muscle cardiague)
viscéral du
péricarde
séreux Trabécules
(épicarde) charnues

Figure 2 Structure de la paroi du cceur(D’aprés Totora et Grabowski, 1994) Le
myocarde, muscle strié, est tapissé a l'intérieurllendocarde et a I'exterieur par I'épicarde.
Le péricarde est I'enveloppe exterieure du coeur.

Les cardiomyocytes adultes sont des cellules ds&ma, différenciées, qui ont perdu leur
capacité a se diviser. lls sont a la base de Viéetcontractile du cceur, occupent environ 75%
du volume myocardique, mais représentent en nosguiement 20% des cellules cardiaques.
Les cardiomyocytes isolés ont une forme grossien¢mgindrique d’environ 100 um de long

et 10um de large avec un noyau central. lls sonémgéement polynucléés, possedent un
cytoplasme riche en protéines et ions, et une grajuantité de mitochondries, essentielles
dans le processus énergétique. De plus, ils passade compartiment intracellulaire

spécialisé dans le stockage et la libération doiwal : le réticulum sarcoplasmique (RS).
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Le cardiomyocyte ventriculaire posséde une membexterne, le sarcolemme, qui présente
des invaginations appelées tubule T qui peuveatdrcontact avec les éléments contractiles
de la cellule (Figure 3). Les myofibrilles sont agtindres paralléles allongés dans le sens de
la cellule, constitués de la succession réeguligie, petits cylindres identiques appelés
sarcomeres. Les sarcomeéres représentent aindel'dai base contractile des myofibrilles.
Chaque sarcomere est fait d'un faisceau de myofitdsparalléles a son grand axe. Il existe
2 types de filaments (Figure 4) :

-Les filaments fins qui sont constitués de plusiquotéines : I'actine, la tropomyosine et la
troponine. La tropomyosine est une protéine quitsque autour de I'actine pour la stabiliser
et ainsi bloquer l'interaction des tétes de myasiaeec I'actine. La troponine C (TnC) est la
sous-unité responsable de la liaison avec le galclune fois le calcium lié, le complexe
troponine-calcium se déplace et libere la liaisotreela myosine et 'actine. A l'inverse, la
troponine | (Tnl) est la sous-unité responsablé&idleibition de la liaison entre la myosine et
l'actine. Elle a donc une fonction inhibitrice gai pour effet d'amorcer la relaxation
musculaire. Enfin, la troponine T (TnT) est la son#é responsable de la liaison avec la
tropomyosine.

-Les filaments épais sont essentiellement constitieéla myosine. Au repos, la myosine est
couplée a de 'ADP et du phosphate inorganique (B)Pi, puis 'ADP se détachent de ce
complexe pour permettre un glissement des filameiaistine sur les filaments de myosine,
ce qui entraine la contraction des fibres musaesait'adénosine triphosphate (ATP), en se
fixant sur la myosine provoque un changement comédionnel, qui détache en partie la

myosine du filament.

Outre les myocytes cardiaques, le cceur est congmséllules endothéliales, qui recouvrent
la paroi interne des vaisseaux sanguins (intimajestcavités cardiaques. Ces cellules jouent
un role essentiel dans le contréle du tonus vasewtt dans I'hémostase.

Le cceur est également composé de fibroblastesygtinétisent la matrice extracellulaire
assurant ainsi la cohésion du tissu musculaira étahsmission des forces exercées par les
cardiomyocytes. Les fibroblastes représentent aseuks 70% des cellules cardiaques (Porter
et Turner, 2009).
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Fibra (cellule) musculaine cardiagque

a) Fibres musculaines candiaques

Fitamant fin (d'actina)

Filarrent dgamis
(ide myosine)

Zona H

L T L
Bml'ldul Bande A Bande |

1

L T 1

Sarcomére
b) Diagramma tind d'une micrographie électronigue

Figure 3 Anatomie et histologie du tissu musculairecardiaque (D’apres Totora et
Grabowski, 1994)

Le sarcolemme est la membrane externe des cardayteget présente des invaginations :
les tubules Transverses. Les noyaux sont au cehtreytoplasme. Le sarcoplasme des
cellules cardiaques possede beaucoup de mitoclesndie réticulum sarcoplasmique est un
compartiment de stockage et de libération de aalciu
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Sarcomeére

Bande | Bande A Bande |

,"‘“._ -

z Titine Filament épais M Filament fin z

Figure 4 Structure des éléments contractiles du cdiomyocytes(D’aprés Gregorio et al.,
2000). Le sarcomere est l'unité contractile des fibyiles. La titine régule I'élasticité des
sarcomeres. Les filaments fins, insérés dans tes L, en les rapprochant, permettent un
raccourcissement des sarcomeres. Le filament épaims¢ de myosine, est le facteur actif de
la contraction musculaire en fournissant de I'émergar I'hydrolyse de I'ATP. Les
myofilaments d’actine en glissant sur les myofilatsede myosine assurent la contraction
musculaire.
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2) Fonction couplage excitation-contraction (CEC)

Le CEC est I'ensemble des processus assurantnisfdrenation du stimulus électrique, c'est-
a-dire du potentiel d’action, en un signal intradaire permettant la contraction des cellules
myocardigues.

L’excitation des cardiomyocytes, induite par uneooiel d’action au cours de la systole,
active les canaux calciques de type L (LTCC) sdesil la dépolarisation membranaire. Ces
canaux sont présents dans les tubules T. L'eneé@aicium (C&) par ces LTCC va activer
'ouverture des canaux calciques du réticulum gaesmique (récepteur de la ryanodine ou
RyR), et ainsi induire une augmentation du calclilome intracellulaire et amplifie le courant
calcique appelé Ica. Ce mécanisme est appelé imaloduced-calcium release » (CICR).
L’augmentation globale du calcium intracellulairetize les myofilaments et donc le
développement de la contraction cardiaque. Laibratles ions calcium a la TnC entraine un
changement de conformation des complexes tropanyusine. Des ponts se forment entre
I'actine et la myosine, permettant le glissemers filaments épais sur les filaments fins. Le
raccourcissement des sarcomeéres induit alors ungaction cardiaque. Pour permettre la
relaxation du muscle cardiaque, la concentration G#" cytosolique doit diminuer
rapidement. La relaxation se produit lorsque 1€ Gast libéré par la troponine C, puis
« repompé » par la pompe calcique du réticulumogpdasmique, la SERCA (Sarcoplasmic
reticulum C&" ATPase) dont I'activité est régulée par le phospimiian. Enfin, I'inhibition
exercée par le phospholamban sur l'activité de SERSSt levée lorsque celui-ci est

phosphorylé.

3) Régulation de la fonction cardiaque par les hormones et les récepteurs a 7

domaines transmembranaires

La fonction cardiaque est régulée par de nombrégnasx mécaniques et hormonaux qui
stimulent un large éventail de récepteurs présanta surface des cardiomyocytes, des
cellules endothéliales et des fibroblastes. En naodules voies de signalisation

intracellulaires, ces signaux influencent le ryghoardiaque (effet chronotrope), la force de la

contraction (effet inotrope) et la vitesse de rataon (effet lusitrope).
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3.1 Les hormones intervenant dans la fonction agro

La fonction cardiaque est régulée par différentasnones qui peuvent réguler la contraction
cardiaque et permettre au coeur de s’adapter aexsdiress qu’il recoit.

Les catécholaminesadrénaline et noradrénaline sont synthétiséesta da la tyrosine par
les cellules de la médullo-surrénale et par lesrares postganglionnaires du systeme
nerveux sympathique. L'adrénaline agit comme hoemdens la circulation sanguine et en
tant que neurotransmetteur dans le systeme nerceugal. La noradrénaline est un
neurotransmetteur du systeme nerveux sympathiqughgéque et est libérée dans le sang
comme hormone de la médullo-surrénale. Ces neurait@s appelées hormones du stress,
activent les récepteurs et -adrénergiques et induisent des effets chronotrapesopes et
lusitropes positifs puissants (Salazar et al., 2003rs de pathologies, comme l'insuffisance
cardiaque, le niveau de noradrénaline circulantaetivité du systéme nerveux sympathique
augmentent (Leimbach et al., 1986).

A linverse, le neurohormone du systeme nerveux parasympathiquéacétylcholine)
régulent négativement la fonction cardiaque enasg hux récepteurs muscariniques (Salazar
et al., 2007). L'acétylcholine est un neurotranseaetqui joue un role important aussi bien
dans le systéme nerveux central ou elle est im@iglans la mémoire et I'apprentissage, que
dans le systéme nerveux périphérique, notammers Kotivité musculaire et les fonctions
végétatives.

De méme,les hormones du systeme endocrinientelles que I'endothéline-1 (ET-1) et
'angiotensine 1l (Angll), stimulent la contractiotu myocarde. L’ET-1, produite par les
cellules endothéliales vasculaires, induit de paunits effets vasoconstricteurs, ainsi que des
effets chronotropes et inotropes positifs en s& lkaux récepteurs de 'ET-1 (kR et ETg-

R). L’Angll est 'hormone clé du systeme rénine-ensine qui joue un réle important dans
la régulation du systéme cardiovasculaire. Elletréda la réabsorption hydro-sodée et la
pression artérielle en stimulant la production dbstérone au niveau des glandes surrénales
et stimule aussi la production de protéines panddrice extracellulaire. L’angiotensinogene
est la protéine inactive précurseur des peptidgoensine | et Il, produite par le foie (Figure
5). En cas de baisse de la pression dans l'aréer@e, la rénine est secrétée au niveau des
reins. L'angiotensinogéne est clivé par la rénineargiotensine | inactive. L'angiotensine |

est ensuite principalement transformée en angiwmteriks active par 'enzyme de conversion
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de I'angiotensine. Ces différentes hormones soptigmées dans I'hypertrophie cardiaque en

agissant via leurs récepteurs membranaires.

Poumons

Foie

-Vasoconstriction des
Enzyme de conversion artérioles
l de l'angjotensine -Augmentation de la
v pression artérielle
Angiotensinogéne —— > Angiotensine | ———— > Angiotensine Il L B
A -Sécrétion d’aldostérone
1
. -Augmentation de la
Rénine volémie
I Glandes -Rétention hydrosodée
corticosurrénales ™ Aldostérone

¢

Rein

Figure 5 Systeme rénine angiotensinée foie produit 'angiotensinogéene, qui est cliye

la rénine pour former I'angiotensine |. Elle ests@ite transformée par I'enzyme de
conversion en angiotensine Il. L'aldostérone eetpite par les glandes corticosurrénales en
réponse a I'angiotensine Il. L’angiotensine Il fage I'élévation de la pression artérielle.

3.2) Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG)

Les récepteurs a 7 domaines transmembranaires, cmmgtitués de sept domaines
hydrophobes par lesquels la chaine d’acides animagsrse successivement la membrane
plasmique d'une face a lautre. L’extrémité N-temale est extracellulaire alors que
'extrémité C-terminale est cytoplasmique. lls sappelés RCPGs car ils sont couplés aux
protéines G. Toutes les protéines G hétérotriméageont composées de sous-unitgeG
Gg,. La liaison du ligand sur le site actif extrackllte de leur RCPGs, induit I'activation des
récepteurs par leur changement de conformatiorie Gaison active la protéine G, dissocie
les sous unités et G, et induit I'hydrolyse du GDP (guanosine diphosphpten GTP
(guanosine triphosphate) par la sous uai{&igure 6)Les quatre principaldamilles de G

(s, o, ag, €t e11/12) VONt activer différents messagers intracellulagemduire ainsi differentes
réponses aux stimuli hormonaux. Les RCPGs sontigongd dans de multiples processus

cellulaire comme la croissance et la différencratio
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Etat inactif s Gpy .. GBy

@
®K$ Gl

GBy
Etat actif
Activation

des effecteurs

Figure 6 Activation des protéines GA I'état inactif la protéine G est liée au GDP. llaason
de l'agoniste sur son récepteur active la prot@rteetérotrimérique. Les sous-unitég &b G,
se dissocient et la sous-unit§¢ & lie alors au GTP. &TP et G, régulent ensuite divers
effecteurs. Puis, les deux sous-unités se réass@aar retourner a I'état initial.

GDP (guanosine diphosphate) ; GTP (guanosine tsipinate)

3.2.a) Les récepteurg-adrénergiques4-ARS)

Les récepteura-adrénergiques sont activés par I'adrénaline abladrénaline, ils répondent
a une stimulation du systeme nerveux sympathiqigei(& 7 et Tableau 1). Les réceptews
ARs sont majoritairement couplés g,@t régulent la contraction et la croissance calle)
I'apoptose des myocytes et I'hypertrophie cardiaduaevoie des récepteurs couplés g €t
plus stimulée lors de la mise en place de I'hypefire. Il existe deux sous-types de récepteur
a-ARS : o et a,-ARS qui existent sous différentes formesga, aig, 01p, 02a, 028, 02c. IS ont

été classés selon I'étude de leur ligand et desléanctions (Tableau 1). Dans le cceur les

formes majoritaires sonia etoyg.

Agonistes Antagonistes
phénylephrine prazosine
methoxamine WB-4101

Récepteur al-adrénergique Cirazoline Corynanthine

Amidephrine phenoxybenzaming

Sgd 101/75

LA noradrénaline phentolamine
Non séléctif o -
Adrénaline Tolazoline
Clonidine Rauwolscine
a-methylnoradrénaline Yohimbine
Récepteur a2-adrénergique BHT-933 Idazoxan
BHT-920
UK-14,304

Tableau 1 Agonistes et antagonistes communément utilisés pola classification des
récepteursal eta2-adrénergiques(D’apres Ruffolo et al., 1991)
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-Les récepteursa;-adrénergiques @1-ARS)

Les récepteursy; sont activés par la phénylephrine et inhibés ersiblement par le
phenoxybenzamine (Minneman, 1988) (Tableau 1).réespteursuya ont une forte affinité
pour le prazosine alors que son affinité est fagwear les récepteurss. Les récepteurse
retrouvent dans quasiment tous les tissus. Lestypesuia eto;sg-ARS sont présents dans le
myocarde humain (Jensen et al., 2009).est le plus exprimée chez ’homme, tandis @ie
est majoritairement présent chez les rongeurs (\&mxdet al., 2008 ; Cotecchia, 2010). La
stimulation des récepteurs-ARs induit des réponses inotropes positives dafiérentes
especes incluant ’'homme, ainsi qu’une réponse mngirope positive dans le cceur de rat
(Minneman, 1988 ; Landzberg et al., 1991 ; Flavakaral., 1981). Classiquement les
récepteurso;-ARs sont couplés a Gg (Hubbard et Kepler, 20Q8). surexpression des
récepteursi;g-ARs sous contréle du promoteetMHC chez des souris diminue la réponse
contractile induite par les récepteréRs, qui est un des premiers mécanismes qui semet
place pour augmenter les performances du coeur ¢Akhtal., 1997). Le réceptew-AR est
aussi présent dans les fibroblastes cardiaquesadepteur régule la synthése protéique, et la
sécrétion d’interleukine comme linterleukine 6 (Ber et al., 2001). Enfin, ces récepteurs
sont particulierement abondants dans les musclesulares lisses et augmentent leurs
contractions. Les récepteurs, ais et o;p-ARS contribuent au tonus vasculaire avec un role

prédominant de;a eto;p (Cotecchia, 2010).

-Les récepteursa,-adrénergiques (2-ARS)

Tous les récepteurs-ARs sont inhibés par la yohimbine et la rauwelecfTableau 1). Le
récepteuriza-AR a une faible affinité pour le prazosine comaient aux récepteuss- et
azc-ARS. Le récepteut,c-AR a une forte affinité pour la rauwolscine (Bytlet al., 1994).
Le récepteunyp-AR, quand a lui, a une faible affinité pour lawalscine, mais le récepteur
azp-AR de rat n’est peut étre que 'homologue du rémepu,a-AR humain (Bylund et al.,
1994 ; Rump et al., 1995). Les récepteussARs sont localisés pres des terminaisons
nerveuses présynaptiques noradrénergiques, oohilseint le relargage de I'adrénaline et de
la noradrénaline (Parker et al., 1995 ; Rump et1895). Dans les oreillettes cardiaques de
souris, ce sont particulierement les sous type®t axa-ARS qui inhibent le relargage de la
noradrénaline des terminaisons nerveuses sympathigiein et al., 1999). L'activation des
récepteursi-ARs inhibe I'activité de I'adénylate cyclase (Limy 1988). Dans le muscle
vasculaire lisse, le récepteuss-AR fortement exprimé y régule la vasoconstrictitinest

aussi exprimé dans le systeme nerveux central (@irak., 1996 ; MacDonald et al., 1997).
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al-ARs
B,-ARs B,-ARS ET,-R/ETy-R

DAG + IP3
{IP3R
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PKA  Epac (CaN, CaMKIl, RasGRP,
Canaux ioniques, ...)

RCPGs B,-ARs B,-ARs B,-ARS 0,-ARs / ET, R/ ATL-R

Adrénaline, Noradrénaline /
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Figure 7 Récepteurs couplés aux protéines G (RCPGsbdmulant la fonction cardiaque

et leurs voies de signalisationL’activité du myocarde est régulée par différetyiges de
RCPGs présents a la surface des cardiomyocytegsetcellules non-myocardiques. Ces
récepteurs activent un ensemble complexe de veisgdalisation intracellulaires permettant
de contréler le rythme cardiaque (effet chronotjplzeforce de la contraction (effet inotrope)
et la vitesse de relaxation (effet lusitrope). Airas 1-ARs et[3,-ARs sont positivement
couplés a la protéine Gs et a la production du rekecmessager Adeénosine 3.5,
monophosphate cyclique (AMPc) via l'activation telEnylate cyclase. Ce second messager
active différents effecteurs tels que la protéimeage A (PKA), les protéines Exchange
protein directly activated by cAMP (Epac), les pblosdiestérases (PDES) ou les canaux
Hyperpolarization-activated Cyclic Nucleotide-gatadion channels (HCN). Lg-ARs sont
egalement couplés a la protéine Gi qui inhibe Fatbte cyclase et active différentes voies de
signalisation par lintermédiaire de la sous un@g,. Les 3-ARs induisent des effets
inotropes négatifs en activant la voie oxyde niteigynthétase (NOS). Enfin les récepteurs
ARs, de I'ET-1 et de I'Angll sont couplés aux piogs Gq qui stimulent la
PLGs (phospholipase C Cette derniére hydrolyse les phosphoinositolsladenembrane
plasmique en diacylglycérol (DAG) et en inositol,b-triphosphate (IP3) qui activent
respectivement les protéines kinase C (PKC) eibkrdtion de CH par les récepteurs de
l'inositol triphosphate (IP3R).
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3.2.b) Les récepteurg-adrénergiques f-ARS)

Les récepteurs3-ARs représentent I'un des plus puissants régulstele la fonction
cardiaque. A I'état physiologique, les réceptdissRs régulent la force de contraction et de
relaxation du myocarde, permettant une réponseopppe en fonction de I'exercice ou du
stress physiologique. lIs moderent aussi la glynobyse et le débit cardiaque. En réponse a
une demande croissante en oxygeéene et nutrimerits mhat des organes et tissus, le systeme
nerveux sympathique active les réceptef@rdRs par les catécholamines (adrénaline,
noradrénaline). Les réceptelARs sont classiquement couplés a la protéine @Ggisant
ainsi, via l'activation de I'adénylate cyclase, usm@gmentation de la production du second
messager Adénosine 3',5’'monophosphate cyclique (M5 peuvent aussi étre couplés a la
protéine Gi, qui inhibe I'adénylate cyclase (Figdje

Chez les mammiféres il existe 4 types de réceptpukRs : B1, P2, Ps, Pa, qui par leur
capacité a activer différents types de protéinest Gifférentes voies de signalisation, offrent
une réponse tres diversifiée qui permet une régulafine de la fonction cardiaque
(Berthouze et al., 2011).

-Le récepteur pi-adrénergique @1ARS) est prédominant dans le cceur (environ 75-80% des
récepteurg3-ARs totaux). lls sont distribués au niveau dexadammes et tubules T. La
stimulation des récepteu$-ARs par les catécholamines induit des effets opms et
lusitropes positifs puissants liés a I'activatioa ld voie de 'AMP cyclique, et a la PKA
(protéine kinase A) qui phosphoryle et active lestgines clés du couplage excitation-
contraction comme les LTCC et RyR2, et augmentesidia probabilité et le temps
d’ouverture de ces canaux calciques (Tilley et Romk, 2006). La PKA augmente ainsi les
concentrations cytosoliques de’Cat favorise la contraction des myofilaments (B&698).

Les récepteurf;-ARs sont aussi présents a la membrane nucléauplés a Gs ils activent

'adénylate cyclase (Boivin et al., 2006).
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- Lesrécepteurs po-adrénergiques $2-ARs) représentent 20 a 25% des récept@ubks
cardiaques (Madamanchi, 2007). lls sont distrituésiveau des sarcolemmes et tubules T.
La distribution de$,-ARs dans les cavéoles (invagination de la membpdasmique) induit

un effet plus local lors des stimulations adréregrgs (Tilley et Rockman, 2006). Les
réecepteurg,-ARs sont couplés aux protéinegs@t une stimulation prolongée des récepteurs
B>-ARs induit préférentiellement un couplage @ Ges mécanismes par lesquelsfesARs
modulent la fonction contractile sont controverdissexerceraient des réponses inotropiques
sur loreillette humaine mais auraient beaucoup nsod’effets dans le ventricule (El-
Armouche et al., 2009). Des études réalisées sucaeliomyocytes de souris néonatales ou
adultes montrent que lg%-ARs induisent une augmentation locale d’AMPc etivaat
uniquement les canaux calciques LTCC au voisinageédepteur. lls stimuleraient ainsi la
contraction mais pas la relaxation (Kuschel et 99 ; Devic et al., 2001 ; Xiao 2000).
Certaines études indiquent que [BsARs sont directement couplés aux LTCC et qu'ils
induisent une contraction indépendante de la PK&v{®et al., 2001). A l'inverse, d’autres
travaux réalisés sur des cardiomyocytes de rattesduontrent que lg%-ARs sont capables
de phosphoryler le phospholamban, la Tnl et lagmet C cardiaque liant la myosine
(cMyBP-C) par l'intermédiaire de la PKA, et influsgraient ainsi la relaxation (Bartel et al.,
2003). L'utilisation de modéles expérimentaux dists (espéces animales, ages et protocoles

variables) explique probablement les différenceseolges.

-Le récepteur ps-adrénergique BsARS) est le sous-type de récepteur le moins abondant
dans le coeur. Le récepteisrAR a 50% d’homologie avec les réceptepyet f.-ARS mais
nécessite une forte concentration de catécholanpoas étre activé (Perrone et Scilimati,
2011 ; Moens et al., 2010). Il est couplé a Gs naissi a Gi (Moens et al., 2010).
Contrairement aug;- etf.-ARs, la stimulation defs-ARs diminue la contraction cardiaque
(Gauthier et al., 1998 ; Moens et al., 2010 ; ikt Rockman, 2006Noniotte et al., 2001).
Des études réalisées sur des tissus ventriculaimesins ou sur des souris invalidées pour le
geneBsz-AR montrent que les effets inotropes négatifs pieARs sont liés a I'activation
d'une voie atypique impliguant la protéine Gi/o lat production d’oxyde nitrique (NO).
(Gauthier et al., 1998 ; Varghese et al., 2000an®le tissu atrial humain en revancheples
ARs induisent des effets inotropes positifs liébaativation de la PKA (Skeberdis et al.,
2008). Dans les cardiomyocytes ventriculairesréespteur$s-ARs localisés a la membrane
nucléaire régulent la transcription (Boivin et 2006). Enfin, il régule aussi la relaxation des

muscles lisses vasculaire.
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-L’existence d’'une quatrieme forme @ARs (Bs-ARS) a été suggérée (Molenaar et al.,
1997). Ce récepteur serait cependant attribué étatnconformationnel particulier diy-AR
(Skeberdis, 2004).

3.2.c) Les autres récepteurs impligués dans la fétjon cardiaque

Il existe d’autres récepteurs qui peuvent intemvdans la régulation cardiaque. Ceux couplés
a -Gi, tels que le récepteur muscarinique, lepteee a 'adénosine, le récepteur aux opiacés
et le récepteur de facteur natriuretique atrial. tfaxme majoritaire durécepteur
muscarinique dans le coeur est I'isoforme M2. Ce récepteur etbtéapar I'acétylcholine, il
induit des effets inotropes négatifs (Salazar et 2007). La densité des récepteurs M2
muscarinique augmente chez les patients avec gnéfisance cardiaque (Le Guludec et al.,
1997).

-Gs, tels que les récepteurs a 'adénosinerdespteurs au glucagon, les récepteurs aux
prostanoides, et les récepteurs histaminiquesiétepteur a I'adénosineest connu pour
avoir des effets cardioprotecteurs dans l'ischéfalg et al., 1992). Ce récepteur peut aussi
étre couplé a GiLe récepteur aux prostanoidegoue un réle dans la croissance cellulaire
chez les myocytes nouveaux nés et régule la pressioguine (Mendez et LaPointe, 2002).
Dans le cceur sain, la productiomidtamine augmente l'activité atriale et le débit cardiaque.

-Gq, tels que les récepteurs a I'angiotensineserécepteurs a I'endothéline. L’endothéline
est un vasoconstricteur et un facteur de croissa@ucefavorise l'inotropisme positif, le
chronotropisme positif et I'hypertrophiee récepteur de I'endothéline-lintervient dans le
remodelage cardiaque et I'’hypertrophie (Asano t28l02).Le récepteur a I'angiotensine
existe sous deux isoformes : AT1 et AT2. La stiatades récepteurs de I'’Angll dans le
myocarde, notamment des récepteurs AT1-R, indsieffets chronotropes, inotropes positifs
et lusitropes négatifs (Mattiazzi, 1997). La dehsles récepteurs AT1 et AT2 augmente de
maniére homogéne dans le ventricule gauche déagéts(Heymes et al., 1998).
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3.3) Les adénylates cyclases (AC)

Apres stimulation de$-ARs, la sous-unité & se dissocie de la protéine G, et active
'adénylate cyclase. Le rble de l'adénylate cyclas¢ de synthétiser le second messager
AMPc intracellulaire, a partir de 'ATP cytosoliguen libérant deux phosphates. L’AMPc
peut ensuite activer ses différents effecteursxidte 9 isoformes d’adénylate cyclase (AC1 a
AC9) et une AC soluble (ACs), surtout présente i@aau des testicules. Cette AC n’est pas
régulée par les hormones ni par les protéines Gs mpar le bicarbonate et le calcium
(Kamenetsky et al., 2006). Les 2 isoformes d’adsteyl cyclases les plus présentes dans le
coeur sont la V et la VI. L'AC V est surtout exprienédans les oreillettes tandis que I'AC VI
est exprimée aussi bien dans les oreillettes que s ventricules et est localisée pres des
récepteurg31-ARs (Wang et Brown, 2004). Le développement eaygé ontogénique est
associé a un changement dans le niveau de l'aifidaucléique messager (ARNm) codant
pour 'AC V et I’'AC VI. L’isoforme AC de type V ediin isoforme adulte alors que I'isoforme
AC de type VI est plus exprimé dans le cceur de @awnné. L’AC VI est fortement exprimée
dans le cceur foetal, diminue graduellement avee l@gatteint des niveaux relativement
faible dans le cceur adulte. Le profil d'expressidm 'AC V est inversé. Le niveau
d’expression est faible chez le foetus, augmentadugitement avec I'age et atteint un niveau

maximal chez I'adulte (Espinasse et al., 1995).

3.4) TAMPC

L’AMPc est un second messager qui a un role primbans la régulation de la fonction
cardiaque. La voie de 'AMPc est activée et réguydéelesB-ARs. Le niveau intracellulaire
de 'AMPc résulte d'une balance entre deux typesnzymes : les adénylates cyclases qui
assurent sa synthése et les phosphodiestérases)(Blite dégradent en 5° AMP. L'AMPc
agit par l'intermédiaire de trois effecteurs: 1A EPAC (Exchange protein directly
activated by cAMP) et les canaux HCN (Hyperpolararaactivated Cyclic Nucleotide-gated

cation channels).
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3.5) Les effecteurs de 'IAMPc

- La PKA

Apres activation de I'AC, 'augmentation en AMP¢racellulaire active la PKA. La PKA est
une kinase composée de 4 sous-unités : deux sdgs-watalytigues et deux sous-unités
régulatrices. La fixation de 'AMPc sur les soustés regulatrices de la PKA induit la
dissociation des sous-unités catalytiques de la RKigure 8). La kinase peut alors
phosphoryler des résidus sérines thréonines spéetfisur ces cibles. La réponse de la PKA
est aussi régulée par les protéines AKAP (Protédialecrage des PKA), liées aux sous-unités
régulatrices de la PKA. Le role de la PKA est degphoryler et d’activer les protéines clés
du couplage excitation-contraction tel que les CTRYR, et les protéines du myofilaments
(Bers, 2002).

cAMP

ﬁ'.
©

Inactive Active

Figure 8 Représentation schématique de la structurde la PKA et de son activationLa
PKA est une holoenzyme constituée de deux soussinétalytiques (C) reliées de maniére
non-covalente a un dimére de sous-unités régudatriR). Chaque sous-unité régulatrice
posséde deux sites de liaison a 'AMPc (sites B)eSous sa forme inactive, seul le site B est
accessible a 'AMPc. La fixation de 'AMPc sur letes B, induit un changement de
conformation qui libére I'acces au site A. La l@isde 4 molécules d’AMPc sur les sous
unités régulatrices libére les sous unités catplg. Ces derniéres, ainsi activées,
phosphorylent les résidus sérine et thréonineesusIsubstrats spécifiques.
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- La protéine EPAC

Les effets de TAMPc sont classiquement attribuda KA. Cependant il existe aussi une
famille de protéines liant directement 'AMPc eti glappelle EPAC (de Rooij et al., 1998 ;
Kawasaki et al., 1998). Epac est un facteur d’égbgrour les petites protéines G Rap 1, Rap
2 et Ras (de Rooijj et al., 1998) (Figure 9). llstxi2 isoformes de la protéine Epac : Epacl et
Epac 2. Chez 'hnomme, les ARNm codant pour Epact garticulierement abondants dans le
ceeur, le rein, la thyroide et les ovaires, et fdildement exprimés dans le cerveau (de Rooij
et al., 1998 ; Kawasaki et al., 1998). Les ARNmaudd pour Epac2 sont principalement
exprimés dans le cerveau ainsi que dans les tesicrines (Kawasaki et al., 1998). Epac
est exprimé dans différents compartiments cellegaicomme le noyau, le cytosol, la
membrane plasmique et nucléaire et sa localisatiwie selon le type cellulaire et le cycle
cellulaire (Breckler et al., 2011). Epac 1 estdorent exprimé dans les cardiomyocytes de
ventricules et est localisé dans le sarcolemmeteuadu noyau. Epac possede une région N-
terminale liant TAMPc et un domaine catalytique t&€minal qui est responsable de
I'activation des petites protéines G Rapl et R&u2te a la fixation de 'AMPc, Epac catalyse
I'échange du GDP en GTP sur les petites protéinERaSes Rap, permettant ainsi leurs
interactions avec leurs effecteurs spécifiquesuiiei®) (Schmidt et al., 2007). Epac régule
'exocytose dans différentes types cellulaires (owrpar exemple la sécrétion d’insuline ou
la libération de neurotransmetteur). Il joue urerivhportant dans I'adhésion et la formation
des jonctions cellulaires, dans les processus nimflatoires (en régulant I'adhésion des
cellules lymphocytaires) et régule la croissanda gtolifération cellulaires. La protéine Epac
régule le couplage excitation contraction par déstinotropes positif et en influencant la
sensibilit¢ du Cd et des myofilaments (Pereira et al., 2007 ; Cazetl al., 2009). La
contraction cardiaque est aussi affectée par ugmentation des jonctions communicantes
qui régulent le passage des ions et de petitesculel® Epac régule aussi la formation de
jonctions communicantes (Somekawa et al., 2005¥inEdactivation de Epac par le
récepteuB-AR dans les cardiomyocytes induits I'hypertroptéediaque (Morel et al., 2005 ;
Metrich et al., 2008) (Cf. III).
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Kawasaki et al., Science 1998
De Rooijj et al., Nature 1998

Figure 9 Facteur d’échange Epac, nouvelle cible d&MPc activant les GTPases Rap.

Les protéines Epac ont été identifiées il y a umaides d’années comme de nouvelles cibles
de 'AMPc agissant indépendamment de la PKA. Cé¢ des facteurs d’échange des GTPases
de la famille Ras, Rapl et Rap2. En effet, les Ggbac catalysent I'échange du GDP contre
du GTP sur ces petites protéines G, favorisanti &nforme active de Rap qui peut alors
activer ses effecteurs.

- Les canaux HCN

Les canaux HCNsont des canaux voltage-dépendants, actives mahyperpolarisation et
régulés par 'AMPc. Chez les vertébrés, la familéss canaux HCN est composée de quatre
membres (HCN1-4). Les canaux HCN détectés au nideacceur sont HCN 1, 2 et 4. Le
courant associé a ces canaux est connu sous lelm@wurant If ou courant pacemaker (Biel
et al., 2002 ; Mangoni et Nargeot, 2008).
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3.6) La PLC (phospholipase C)

Chez les mammiferes, il existe 6 familles d’enzyrRe (PL, v, 9, &, { etn) qui sont
divisées en 13 isoformes chez 'hnomme (Bunney eéaiKa2011). L'activation des;ARS par
les catécholamines induit le recrutement a la manget I'activation de la protéine PR@ia

la protéine Gq. La PLE hydrolyse alors le PIP2 (phosphatidylinositol #jphosphate) en
diacylglycérol (DAG) et inositol 1,4,5-triphopshdt@3) (Hubbard et al., 2006 ; Rhee, 2001).

- L'IP3, en se fixant sur les récepteurs a 'lPB3R) du réticulum sarcoplasmique,
induit le relargage du Gadans le cytoplasme et I'activation de protéine$ @épendantes.

- Le DAG active plusieurs isoformes de la sérinedhine kinase PKC, composée
d’'un domaine régulateur et d’'un domaine catalytidug a trois familles principales de PKC
(Naruse et King, 2000) :

- les conventionnelles (PK@, B ety): qui sont dépendantes du’Cat du DAG

- les nouvelles (PKS; €, n, etB): sont indépendantes du‘Canais sont activées par le DAG.

- les atypiques : sont indépendantes dti @adu DAG.

La PKC joue un rdle dans l'apoptose, la nécroselaettranscription des genes de
I'hypertrophie (Duquesnes et al., 2011 ; Simpsomlgt1991). L'isoforme PK@ altére la
contraction cardiaque mais n’'a pas d’effet surrl@ssance cardiaque vivo, bien qu’elle
induise tous les marqueurs de I'hypertrophie caukan vitro (Hahn et al., 2003 ; Braz et al.,
2004). L'isoforme PK@ joue un réle dans la contraction, I'hypertroplgecroissance des
cardiomyocytes (Wakasaki et al., 1997). La BKgarticiperait a la dysfonction cardiaque
(Chen et al., 2001). Un des traitements de l'infescdu myocarde est la reperfusion de
I'artere coronaire occluse, mais il produit desd@s. Les inhibiteurs de la PK(réviennent
les lésions de la reperfusion dans un modéle pataifarctus du myocarde aiga vivo en
inhibant en partie 'apoptose (Inagaki et al., 20@3es souris surexprimant la PE©Gu un
activateur spécifique de la PK@ans le myocarde, ont également une masse vdairecu
augmentée avec une fonction myocardique normal@ésagt que la PKE induit une
hypertrophie cardiaque fonctionnelle de type pHggigue (Mochly-Rosen et al., 2000 ;
Takeishi et al., 2000).

Apres avoir vu les protéines clés impliquées dangdulation cardiaque, nous allons étudier
I'hypertrophie cardiaque et ces difféerents stimetliconséquences, ainsi que l'insuffisance

cardiaque et ces traitements.
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Il - Hypertrophie et insuffisance cardiaque

1 — Hypertrophie cardiaque

1.1) Définition

L’hypertrophie cardiaque (HC) est un processus aptation qui se développe en réponse a
une surcharge de travail hémodynamique. Elle stuitrgpar un remodelage cardiaque qui
conduit & une augmentation de la masse musculaioeandique permettant de normaliser la
pression exercée sur la paroi du myocarde et diareélla capacité de pompage du cceur
(Heineke et Molkentin, 2006 ; Swynghedauw, 2006yFe 10 et Figure 12). L'HC adapte le
coeur a de nouvelles conditions de travail en nlidtiples protéines contractiles et en tentant
de réduire I'étirement de la paroi. Au niveau Hfique, 'HC est caractérisée par une
augmentation de la taille des myocytes sans hyasgpl(prolifération cellulaire). De
multiples stimuli biomécaniques, neurohormonaux@ntétiques peuvent étre responsables
d’'une HC dont on distingue généralement deux fomfiagpertrophie physiologique et

I'hypertrophie pathologique.

1.2) Caractéristiques de I'hypertrophie cardiaque

Dans un premier temps, I'hypertrophie est foncteleet compensatoire en augmentant la
force développée par les ventricules. Néanmoites delvient délétere et représente un risque
majeur de morbidité et mortalité dans les paysstrihlisés car elle conduit a I'insuffisance
cardiaque (Gardin et al., 2004). L’'HC est un facie risque pouvant conduire a I'ischémie,
'arythmie et la mort subite.

L’hypertrophie cardiaque compensée dite physiologique, est associée a une adaptation
bénéfique car elle augmente les capacités de pamhagceur. Elle est caractérisée par un
épaississement uniforme de la paroi des ventricetedu septum, et elle est réversible. Ce
type d’'HC s’observe lors de la cardiogenese etaderdissance normale du cceur aprées la
naissance, ainsi que chez les sportifs et pelgmgat survenir pendant la grossesse (Pluim
et al., 2000).
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En revanchel'hypertrophie cardiaque dite pathologique, est trés souvent associée a un
remodelage cardiague entrainant une dysfonctionedtricule gauche. Ce remodelage a été
défini par Cohn et al. (2000) comme «l'expressigénomique [qui] aboutit a des
modifications moléculaires, cellulaires et intdrsties qui se manifestent cliniguement par
des modifications de taille, de formes, et de fiamctdu cceur au décours d’une atteinte
cardiaque ». Elle se développe généralement de éneariecondaire a une pathologie
préexistante. Les différents stimuli hypertrophguaduisent deux types d’hypertrophie
pathologique (Hill et Olson, 2008).

-L’hypertrophie concentrique se traduit par un épaississement de la paroi elesicules et

du septum accompagné d’un élargissement des mypo@itgure 10) (Hunter et Chien, 1999).
Elle se développe en réponse a une augmentatiomighe et excessive de la post-charge
(résistance rencontrée lors de I'éjection syst@ljquLa surcharge de pression entraine une
augmentation du diametre des myocytes sans madibficsignificative de leur longueur. Une
réorganisation et une synthése de nouveaux saresm&m paralléle, conduisant a un
épaississement des cardiomyocytes, permet une atafioa de la force développée par les
ventricules. L’hypertrophie concentrique s'obsee@lus souvent dans les cas d’hypertension
artérielle chronique ou de sténose des valvesgaedi (Towbin et Bowles, 2002 ; Barry et
Townsend, 2010).

-L’hypertrophie excentrique est caractérisée par une dilatation de la caetgriculaire qui
permet d’augmenter le volume des ventricules etdetenir (dans un premier temps) le
volume de sang éjecté. Ce phénotype est associé éangation des cardiomyocytes (Figure
10) (Hunter et Chien, 1999). Elle est induite pare uaugmentation de la pré-charge
(distension des cardiomyocytes lors de la diast@#¢ entraine une faible augmentation du
diamétre des cellules et une augmentation sigtifieale leur longueur. Une réorganisation
et une synthése de nouveaux sarcomeres en seériguitoa un allongement des
cardiomyocytes, améliorant la force de contractibiypertrophie excentrique s’observe
dans les cardiomyopathies dilatées, la régurgitatiitrale ou apres infarctus du myocarde
(Towbin et Bowles, 2002 ; Barry et Townsend, 2010).
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Hypertrophie physiologique
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Figure 10 Schéma représentant la morphologie des rchomyocytes dans les différents
types d’hypertrophie cardiaque (D’apres Hunter et Chien, 1999A\u niveau cellulaire

'hypertrophie cardiaque est caractérisée par ungmentation de
cardiomyocytes. Selon le type d’hypertrophie, pblggjique, concentrique ou excentrique, la
morphologie des cellules n’est pas la méme. Daoadales hypertrophies pathologiques, ces
changements morphologiques sont associés a laressign des genes foetaux tels que les

la taille des

géenes de H-actine squelettique, de la chaine lourde de lasingoou encore le peptide

natriurétique ANF.
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2)- Diversité des stimuli hypertrophiques

Les stimuli de I'hypertrophie cardiague peuvent iavalusieurs origines: des facteurs
mécaniques ou hormonaux. Lorsque les cellules niglmees percoivent un stress provenant
d’'un étirement ou des signaux neuro-hormonauxfépense se met en place pour augmenter

la force de contraction. A long terme, cela peurtdtore a I’hypertrophie cardiaque.

2.2.a) Facteurs mécaniques

L’application de forces sur un organe entrainenépense cellulaire. Lors du cycle cardiaque,
le cceur est en permanence soumis a des variat@psedsion auxquelles il doit s’adapter.
L’augmentation continuelle de la surcharge de jpwassémodynamique étire les fibres et le
sarcomeére. Une réponse se met alors en place putlioger la force de contraction. Tout
d’abord le stress mécanique est percu grace arafitf® senseurs mécaniques incluant : les
canaux sensibles a I'étirement qui régulent lesaids ioniques ; la titine (protéine liée au
myofilament qui régule [I'élasticité des sarcomeres) encore les intégrines (protéines
permettant la liaison du cytosquelette a la mateixgacellulaire) (Linke, 2008 ; Liu et al.,
2000) (Figure 11). Les intégrines transmettentigmad d’étirement par I'intermédiaire des
protéines du cytosquelette telle que-dctinine, et peuvent aussi participer a la libérat
autocrines/paracrines d’hormones, ainsi qu’'a lastativation des récepteurs de facteurs de
croissances. En effet, lors de stress mécaniqsefalgteurs de croissance sont Sécrétés.
D’autre part, certaines voies de signalisation cemugelle de I'endothéline ou de
'angiotensine Il sont activées par la libératiom fdcteurs autocrines/paracrines ou par les
protéines impliquées dans I'adhésion de la cebus®n support (van Wamel et al., 2001). La
derniére phase de la réponse musculaire a I'étiverast 'augmentation de la synthese
protéiqgue. En effet, la phosphorylation des factede croissance, activera les protéines
régulatrices du cytoplasme, qui migreront dansdgan pour réguler la transcription des

génes pouvant mener a I’hypertrophie cardiaque.
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Figure 11 Les intégrines(D’aprés Brancaccio et al., 2008)es intrégrines permettent la
liaison du cytosquelette a la matrice extracellelaie sarcomeres est ancré aux intégrines a
la membrane plasmique via les protéines du disgete’'g-actinine.

2.2.b) Facteurs hormonaux

Le stress mécanique provoque des signaux para@irmstocrines qui induisent la synthese
et la production de puissants facteurs de croigs@oenme le facteur de croissance 1 a
linsuline (IGF1) ou I'Angll. En effet, la produadn d'IGF1 est augmentée chez des sportifs
comparés aux sujets contréles, mais ce n’est peasi@our la production de I'Angll ou de
'ET-1 (Neri Serneri et al., 2001). En revancheslacharge de pression est associée a une
élévation du niveau d’Angll, de catécholamines &Tdl (Schunkert et al., 1990 ;
Rapacciuolo et al., 2001). La synthese d’Angll densceur est augmentée chez les patients
atteints d’insuffisance cardiaque (Serneri et 2DP1). Comme nous l'avons aussi vu
précédemment, les hormones (comme par exemple dE&holamines) agissent sur la
fonction cardiaque en se fixant sur les récept@lssgue les récepteurs ARs, les récepteurs de
'angiotensine ou les récepteurs de I'endothéling,une fois stimulés, induisent une réponse
cellulaire allant jusqu’a la régulation de I'exps&Es génique. Lorsque cette stimulation est

chronique, cela peut entrainer I'hypertrophie agde (Cf. | 3.1).
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3)-Remodelage cardiaque ventriculaire

Le remodelage qualifie un changement qui résulten diéarrangement de structures
existantes. Bien que le remodelage ne soit passs&@cement représentatif d’'un état
pathologique, celui du myocarde est habituellenobservé lors de conditions pathologiques.
Il sert d’adaptation a la fonction cardiaque. Lenoelelage concerne les deux éléments du
systeme cardiovasculaire : le myocarde et les @aiss Dans I'’hypertrophie cardiaque, c’est
majoritairement un remodelage du ventricule gau€ueand les capacités d’adaptation sont
dépassees, la fraction d’éjection du ventriculechaudiminue et I'insuffisance ventriculaire
gauche apparait. Ce remodelage cardiaque est aagagp’une augmentation de la masse et
du volume du ventricule gauche, ainsi qu'un chargende sa forme. Ce processus est

asymeétrique.

3.1) Modification des protéines contractiles

Dans le myocyte, de nouvelles protéines contractdent synthétisées et de nouveaux
sarcomeres réorganisés’HC est caractérisée par une modification dedoisnes des
protéines contractiles par le programme géniqualfainsi que par une modification de leur
régulation qui affectent la vitesse de contractieh de relaxation des myofibrilles
(Swynghedauw, 2006). Lors de stimuli hypertrophgjues genes codant pour des isoformes
de protéines fcetales, comme la chaine lourde flenigosine ou I'actiner-squelettique, sont
surexprimeés (Schwartz et al., 1986). Au contraaeisoformes adultes correspondantes, I
MHC (chaine lourde de myosine) etdactine cardiaque, sont diminués (Swynghedauw,
1999). Il a été mis en évidence une diminution'eéepression de I'isoforma-MHC chez des
patients atteints d’insuffisance cardiaque, biee gatte isoforme soit exprimée de fagon
minoritaire dans le tissu ventriculaire humainagé adulte (Miyata et al., 2000). Les effets
de ces modifications sur la fonction cardiaque dineenme restent toutefois a déterminer.

La phase décompensée de I'HC est également casaetgrar un changement de I'état de
phosphorylation des protéines contractiles, tejlesla chaine Iégére de la myosine, la Tnl ou
la protéine cMyBP-Cqui diminue la sensibilité des myofilaments aif'Ga altére la vitesse

de contraction et de la relaxation des myofibrifleayland et al., 2005 ; EI-Armouche et al.,
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2007). Notons également que de nombreuses cardjatiyes sont associées a des mutations
de ces différentes protéines contractiles (Ricleawl., 2003)

L'HC altéere aussi I'expression, la structure effdaction de protéines régulant le cycle du
C&". Dans la phase décompensée de I'HC, cela se tgatuia déplétion des stocks calciques
du RS ainsi qu’'un prolongement de la transitoirkeigae qui ralentit la contraction et la
relaxation cardiaques. Ces anomalies sont prirempait liées a un défaut du repompage du
Cd" dans le RS et une fuite de ce’Cpar le canal RyR2 (Yano et al., 2005 ; Bers, 2008)
Des anomalies de l'activité des LTCC participendlément aux troubles de 'homéostasie
calcique (Bers, 2008). Ainsi, la transition de Peytrophie a linsuffisance cardiaque est
souvent associée a une dérégulation du calciuaciitulaire (Molkentin, 2004).

Par ailleurs le peptide facteur atrial natriureigiANF pour atrial natriuretic factor) et le
peptide natriuretique de type B (BNP), sont auagidement surexprimés dans le ventricule
en réponse a la distension anormale des ventritaiesle’HC (Mercadier et al., 1989). Ces
marqueursde stress et de I'hypertrophie cardiaque, dimihdansurcharge artérielle par
vasodilatation et natriurese. Ainsi, I'expressior disoforme B-MHC, de l'actine a
squelettique et de I'ANF ou du BNP, sont des mauggie’hypertrophie couramment utilisés

dans les modeéles d’'HC.

3.2) Modification de la matrice extracellulairedet la fibrose

Le remodelage de la matrice extracellulaire (MEC)eedéveloppement de la fibrose liée a
'accumulation du collagéne sont des événementsurgajdu remodelage ventriculaire (Cohn
et al., 2000). lIs résultent des actions paracratesitocrines des facteurs de croissance et des
médiateurs neurohormonaux. En effet, leur réguiase fait majoritairement par le systeme
rénine-angiotensine et I'aldostérone. Les prin@pairotéines de structure de la matrice sont
les collagenes de type | et Ill. Leur productiohn &ssurée par les fibroblastes aprés avoir
augmenté en taille et proliféré, et leur dégradatst indispensable au remodelage de la
MEC. La réorganisation de la MEC et le développeantenla fibrose contribue alors a la
rigidité et a la dysfonction myocardique (Browemakt 2006). Ces modifications sont pergues
par les cardiomyocytes par l'intermédiaire des péagrs liant les éléments de la MEC, telles
gue les intégrines, qui alterent la transcriptio@énigue et activent les genes pro-
hypertrophiques. Enfin, l'activation de I'enzymellagenase, contribue a la diminution de

myocytes.

40



3.3) Modification liée a I'apoptose

La mort cellulaire programmeée, ou apoptose, estl@ment important du processus général
de remodelage dans la phase de transition de Firgpéie a l'insuffisance cardiaque, voie
finale de 'HC (Haunstetter et Izumo, 2000 ; Kartgak, 2000). L'apoptose désigne une
séquence d’altérations morphologiques comprenasaridensation du cytosol et du noyau, la
fragmentation de 'ADN (acide désoxyribonucléiquks),bourgeonnement de la membrane
plasmique et une perte de I'asymétrie membranbé®.corps apoptotiques ainsi formés sont
éliminés par les macrophages. L'apoptose résulte déséquilibre entre les signaux de mort
et les signaux de survie. Les signaux de mort smiulés par deux voies distinctes : la voie
intrinseque (ou mitochondriale) et la voie extriopse induite par les récepteurs membranaires
(récepteurs du TNF (facteur de nécrose tumorale), Fas), qui aboutisdd’activation des
protéases a cystéines, ou caspases, et au cliegkvers substrats associés a la survie.
L’apoptose, due a une augmentation des cytokinmeslantes (TNE) et de I’Angll, marque

la transition de la période compensée de 'HC adtaillance cardiaque. Elle s’observe

également au cours de l'ischémie.

3.4) Modification des récepteuBsadrénergiques

L’HC est caractérisée par une activation chroniguexcessive du systeme sympathique qui
se traduit par une augmentation du taux de catastioés circulantes et une modification de
'expression des réceptelBsARs.

Lors de l'insuffisance cardiaque, les réceptdiirdRs sont désensibilisés, diminuant ainsi
I'efficacité du signal générer a la membrane (Briset al., 1982 ; Port et Bristow, 2001). Ce
mécanisme implique, les protéines kinases GRK fldrdes récepteurs couplés aux protéines
G) spécifiques de ces récepteurs qui phosphorylest récepteursp-ARs. Cette
phosphorylation entraine une augmentation de taéfi desp-ARs pour lesp-arrestines,
protéines cytosoliques qui régulent la désensdiibs des(-ARs. La diminution de
'expression de$i-ARs (d’environ 50%) est corrélée a la sévéritdadenaladie et entraine
une diminution de la contraction. Le niveau d’exsien desf,-ARs, quant a lui, reste
inchangé. Enfin, au niveau de Il'apoptose, les rnécep fi1-ARs ont des effets pro-

apoptotiques et les réceptefrsARs ont des effets anti-apopotique (Lohse et 2003).
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L’expression et la résistance a la désensibilisaties récepteuls-ARs augmentent (Cheng
et al., 2001 ; Moniotte et al., 2001). En effets a¢écepteurs ne possedent pas les sites de
déphosphorylation impliqués dans la désensibibsatiu récepteuB. Les récepteurBs-ARS

contribuent donc a la diminution de la contracttandiaque lors de I'HC.

4)- Insuffisance cardiaque

4.1) Deéfinition

L’hypertrophie maladaptative peut progresser enffisance cardiaque (IC) qui est définie
comme l'incapacité du cceur a maintenir au rep@sleffort un débit suffisant pour répondre
aux besoins métaboliques de I'organisme (Swyngheda006). L'IC est un risque majeur de
morbidité et mortalité dans les pays industrialisésonstitue un probléeme majeur de santé
publique. En effet, elle affecte prés de 4% dedputation avec une prévalence de 10-20 %
chez les personnes agées de 70 a 80 ans, et g@itesnparticulierement les hommes. Par
ailleurs, la mortalité liée a I'lC, bien que diméwigrace a divers traitements, reste élevée
avec 50% des patients qui décedent dans les 4uarssle diagnostique de I'IC (Dickstein
et al., 2008).

4.2) Caracteéristiques de l'insuffisance cardiaque

L’IC est I'aboutissement de la plupart des maladi@sliaques mais elle est principalement
causée par lischémie myocardique. Elle est la @gpmsnce directe d’'un remodelage
cardiaque et elle est caractérisée par une atiardg 'lhémodynamisme, de la consommation
d’oxygéne et de la capacité a I'exercice (Figurg 12
La sévérité de la maladie est évaluée selon deptéymes fonctionnels sur I'échelle de
'association de NYHA (« New York Heart Associatioh La transition d’'une HC vers une
IC peut survenir a cause de trois raisons :

- I'incapacité de s’adapter plus a la surcharge aleatt

- I'aggravation de la fonction diastolique par ladde et I'apparition d'une arythmie

- la perte de masse musculaire due a la mort cefulai
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Les principaux signes cliniques de I'lC sont unggige/et ou I'apparition d’une dyspnée
(difficulté respiratoire) au repos et dans I'effodiminution de la fonction cardiaque. La
présence d’autres signes clinigues (congestion qnéine, atteinte hépatique ou rénale,
syndrome de bas débit cardiaguees) souvent liee aux conséquences de I'lC et reptés
un élément de gravité (Dickstein et al., 2008).

Beaucoup de voies de signalisation régulant I'hiypphie sont impliquées dans le
développement de l'insuffisance cardiaque, mais p#ut aussi se développer de maniére

indépendante a partir de I'apoptose des cardionmgeayu d’'une dérégulation calcique.

Hypertrophie Insuffisance
Coeur normal cardiaque cardiaque
Stress Stress 5

hémodynamique i chronique
s
Masse musculaire 7 Dilatation des chambres ventriculaires
Epaississement Apoptose des cardiomyocytes
de la paroi ventriculaire et du septum Fibrose intense

Taille des cardiomyocytes 7

Synthése protéique 7 Dysfonction cardiagque

. I - (" contractilité , fraction d’'éjection)
Réorganisation des myofibrilles

Réexpression de genes faetaux

Fonction cardiaque normale

Figure 12 Remodelage ventriculaire survenant au caos de I'hypertrophie et de
l'insuffisance cardiaques(D’apres Hill, 2003). En réponse a une surchaggaddynamique,

le myocarde s’adapte en augmentant sa masse muscafan de diminuer la pression
s’exercant sur les parois des ventricules et afssdirer un débit sanguin suffisant pour
subvenir aux besoins de l'organisme. Ce procesgyel@ hypertrophie cardiaque, est
caractérisé au niveau cellulaire par une augmentake la taille des cardiomyocytes et de la
synthése protéique, une accumulation et une rémagan des myofibrilles ainsi que la
réexpression de genes faetaux. Cette hypertrophditespathologique dans la mesure ou, a
long terme, ce remodelage ventriculaire devienétéét et altere la fonction cardiaque qui
décline progressivement vers l'insuffisance candégqun risque majeur de mortalité. Cette
phase décompensée de I'HC est caractérisée padilatation des chambres ventriculaires
ainsi qu’une fibrose et une mort cellulaire impaotés qui contribuent a la dysfonction
myocardique.
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5) Traitement de I'IC

L'objectif du traitement médical de I'insuffisancardiaque est de freiner la progression de la
maladie, d’améliorer I'espérance et la qualité medes malades, de diminuer les symptémes
et de réduire les hospitalisations a répétitiontuBllement, la base actuelle du traitement
associe trois classes thérapeutiques : les IEGb{iabrs de I'enzyme de conversion), les

diurétiques et les béta-bloquants, pour diminuealtdions neurohormonales.

1) Les IEC

L’enzyme de conversion transforme I‘angiotensirenlangiotensine Il (peptide actif) et la
bradykinine en peptide inactif. Les IEC sont deBibiteurs compétitifs de I'enzyme de
conversion (Figure 5). lls agissent au niveau dessr en bloquant la synthese de
'angiotensine Il qui est un puissant vasocongtictet qui stimule la libération d’aldostérone
(rétention hydro-sodée) par la cortico-surréndteinhibent la dégradation de la bradykinine,
qui a des effets vasodilatateurs, 'augmentatiodadiébération de noradrénaline (effet pré-
synaptique) induite par l'angiotensine Il, la stlation de la croissance cellulaire et la
production de collagéne par les fibroblastes. béement avec des IEC induit une baisse de
la pression artérielle ainsi qu’'une augmentatiodadi®nction ventriculaire, de la capacité a
I'effort, de l'activation neuro-hormonale et unegaentation de I'espérance de vie des
patients. Les inhibiteurs de I'enzyme de conversoh des effets antihypertenseurs, anti-

ischémiques et vasodilatateurs dans le traitemehitnguffisance cardiaque.

2) Les médicaments diurétiques

Les médicaments diurétiques augmentent I'élimimatianaire de sodium, pour diminuer la

volémie et la surcharge sodigue de I'organismenpéant de diminuer la pression artérielle.
lls sont incontournables dans le traitement de ¢t@gestive ou de 'cedeme aigu du poumon
car il existe chez l'insuffisant cardiaque une raltén de la capacité du rein a éliminer le

sodium.
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3) Les béta-bloquants

Les béta-bloquants inhibent le systeme sympathé&jues effets du systeme adrénergique.
Certains béta-bloquants inhibent & la fois récept@uARS et les réceptey-ARs, d’autres
inhibent seulement les récepteysARs. Leurs effets ont été montrés pour baisser la
production de rénine (Campbell et al., 2001). Ledtaibloquants ont des effets
antihypertenseurs, anti-ischémiques, protecteursocargdiques, antiarythmisants et
bradycardisants (diminution de la fréquence carddqqla premiere utilisation en cas
d’insuffisance cardiaque date de 1975 (Waagsteat. €1975). Tous les béta-bloquants n'ont
cependant pas été étudiés dans cette indicatienls $e métoprolol, le bisoprolol, le
nébivolol et le carvédilol ont prouvé une efficacité en cas d'insuffisanadiague (1999a ;
1999b ; Packer et al., 1996 ; Flather et al., 20083 essais réalisés avec les différents béta-

bloquants sur patients, démontrent tous une rémtude la mortalité de I'ordre de 30-35%.

4) Les inotropes positifs

Les agonistes beta-ARs induisent un effet inotiogstif important (augmentation de la force
des contractions cardiagues du muscle cardiaqué pgmvant atteindre 100 %), mais sont
soumis a la tachyphylaxie de par le phénoméne dendéilisation des récepteurs. Les
inotropes positifs ont un effet sur les symptomieks ejualité de vie mais a long terme, leur
efficacité s’atténue, le risque arythmogéene augment’espérance de vie diminue (Felker et
O’Connor, 2001).

Le levosimendanreprésente le chef de file d’'une nouvelle classgehts inotropes positifs
qui agissent en se liant a la troponine C, augméndinsi la sensibilité des protéines
contractiles au calcium et la force de contraction.

La digoxine, qui a été utilisée dés le XVAli®siecle, est un dérivé de la fleur digitale. Les
digitaliques induisent un effet inotrope positif é@mhibant la pompe N#&® ATPase,
provoquant une accumulation de sodium intraceliejaie qui stimule I'échangeur N&a' et
augmente la concentration calcique intracelluldim.taux élevé de Ghfait augmenter la
contractilité du myocarde. Elle diminue la fréquerardiaque, de ce fait elle est utilisée chez

des patients au cours de la fibrillation auric@air
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5) Les antagonistes des récepteurs de I'angiotehis{(ARA2)

Les antagonistes des récepteurs Aoft des effets semblables a ceux des IEC, mais ils
n’inhibent pas les récepteurs AT2 qui ont peut étrable bénéfique et ils n’'inhibent pas la
dégradation de la bradykinine. Legrtans (ARA2) sont des antagonistes des récepteurs AT1

de I'angiotensine ll. lls entrainent souvent umaidution de la pression artérielle.

6) Les antagonistes de I'aldostérone

Un des facteurs qui contribue a la rétention d’eauwde NaCl est I'aldostérone. Elle est
fabriquée par les glandes cortico-surrénales galement en réponse a une stimulation par
'angiotensine 1l (Figure 5) ou & une élévationldekaliémie (concentration de potassium
dans le plasma sanguin). L'aldostérone augmergediet’IC.

L'éplérénone(INSPRA®), un antagoniste sélectif du récepteur de 'atose, est indiqué
en complément du traitement standard incluant é&a-bloquants pour réduire le risque de
morbi-mortalité cardiovasculaire chez les patiestables présentant une dysfonction

ventriculaire gauche (Pitt et al., 2003).

Un futur traitement envisagé pour l'insuffisancediague est la thérapie génique cardiaque.
En effet, des essais concluant de thérapie gémigee les géenes SERCA2 ont été fait chez le
rat, et méme chez 'lhomme (Niwano et al., 2008&kiJet al., 2009). Chez le rat, quinze jours
apres un infarctus du myocarde, un vecteur lensvoontenant le gene SERCA2 a été délivré
dans le cceur par injection intracoronaire et defextion de SERCA2 protége la dilatation
ventriculaire gauche (Niwano et al., 2008)

En cas d'IC réfractaire au traitement médical alysfonction ventriculaire gauche systolique
sévere, le traitement & long terme estrémsplantation cardiaque, c’est pourquoi il est
important de continuer de chercher de nouveauxcagwints.

46



[Il - Voies de signalisation de I'hypertrophie card  iaque

Le remodelage cardiague a l'origine de I'lC débpts une suractivation des récepteurs
membranaires impliqués dans la régulation de latfon et de la croissance cardiaques. Ces
récepteurs activent des voies de signalisation ahoutissent a l'altération de genes
conduisant a une prolifération cellulaire ou unmidution de la contraction cardiaque, et
induisent la réponse hypertrophique. Aprés avairitl@implication des récepteurs-ARs et
B-ARs dans le remodelage cardiaque, je présentaréés effecteurs impliqués dans I'HC
telles que les petites protéines G, les MAPKs (hBto-activated protein kinases), la

calcineurine et la CaMKII (kinase &&almoduline-dépendante de typeg II

1- Altérations des récepteurs couplés aux protéines G dans I'’hypertrophie

cardiaque

1.a) Les récepteursadrénergiques dans I'’hypertrophie cardiaque

L’activation chronique des récepteussARs via la libération de catécholamines par le
systeme nerveux sympathique conduit a la mise areple la réponse hypertrophique. Lors
de I'IC, la densité de récepteus-ARs reste inchangé (Bristow et al., 1988). La station
des récepteurs-ARs accroit la taille des cardiomyocytes ventaas de rats nouveaux nés
(Simpson et al.,, 1982 ; LaMorte et al., 1994). Despl’'activation des récepteurs-ARs
augmente les niveaux des ARNm qui codent pourdegg exprimes lors des premiers stades
de développement ou de I'HC induite par surchamgemession : c-myag-actine ou lep-
MHC et I'expression des protéines myofibrilles (gs&n et al., 1986 ; Waspe et al., 1990 ;
Shannon et al., 2006).

Les récepteursi;-ARs augmentent et préservent la contraction cqudidors de I'HC et
protége de I'apoptose (Perez et Doze, 20l Bxiste deux sous-types de réceptauré\Rs,

qui ont des effets distincts (Knowlton et al., 1998utelitano et al., 1998 L.’ARNmM des
récepteursua-ARs est plus abondant que celui des réceptegrdRs dans le cceur humain
sain ou insuffisant (Jensen et al., 2009). Leseptatirsaya-ARS réguleraient I'hypertrophie

adaptative et compensatoire (via la voie ERK(exitalar signal-regulated kinase)/Ras) alors
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gue les récepteurss-ARs induiraient I’hypertrophie de type maladaptat{via la voie Gq)
(Lemire et al., 2001 ; O'Connell et al., 2006 ; &t al., 2001).

Tableau 2 Phénotypes de souris génétiquement mo@ifis pour les récepteura-ARs

Souris KO Souris Transgéniques (surexpression)
L HC et activation| (Lemire et
Prévient du .
remodelage “ des voies pro- al., _
cardiague induit 1b hypertrophiques| 2001;Benoit
que INAUIL1- /ecchione (CaN, ERK) | et al., 2004)
KO a par s,tlmulgtlon etal Pas d’HC
18 adrénergique 20025 mais apparition| (Akhter et
indépendamment q PP al.,
de la surcharge de O1p d sfg:(iion 1997;Grupp
pression ysto ) et al., 1998)
ventriculaire
o Pas d’HC
Diminution de la : : ,
KO contraction (Tanoue et mais expression| (Lin et al.,
01a . al., 2002) faa d’ANF 2001)
cardiaque .
augmentée
Sévere HC,
cardiomégalie,
Double KO Auglrnentauon de (Heinet | ay,activé parla . f|brosg, (laccarino
a masse réexpression deg
o . al., 1999) PE N et al., 2001)
cardiaque genes feetaux, et
taux de mortalité
important
(Milano et
. 1), (O'Connell forme HC adaptative | al., 1994b ;
Double KO Cr0|s_sance ?t d(.eb't etal, constitutivement pouray,et Wang et al.,
cardiagque réduits ; . _
015 et agp . 2003) active deay, ou pathologique 2000 ;
(pour les?)
U1p poura;g Perez et
Doze, 2011
. HC adaptative
Lauéasz En (O)[Jtra II:;(2 (O'Connell constfi?l;{iT:Zment car les souris | (Rorabaugh
9 P b : sont protégées| et al., 2005)
Double KO 3)* etal, active deay, A
i ) de l'ischémie
o, etagg fibrose et 2003 ; ,
avec TAC apoptose O'Connell HC évoluant
(2semaines) augmentés etal., La forme rapidement en (Zuscik et
réexprimés active deayy surcharge de B
pression
oz sont importants dans la croissance et le maintiegte la fonction cardiaque
. apres la naissance
Conclusion . , . . .
- 014 €St Nécessaire pour une réponse adaptative au sgesrdiaque
-0 induit 'nypertrophie maladaptative

*Ces changements n'ont été observés que chez les.n&s femelles ont une activation du
tonus sympathique plus faible et leur croissanceliaque est moins dépendante de

I'activation des récepteurs,.
ANF : Atrial natriuretic factor ; CaN : calcineudan; HC : hypertrophie cardiaque ; IC :
insuffisance cardiaque ; KO : Knock out ; PE : piéphrine
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1.b) Les récepteurf-adrénergiques dans I'hypertrophie cardiaque

L’HC et I'IC sont caractérisées par une suractoratdu system@-AR. Initialement, cette
suractivation de-ARs présente des effets bénéfiques sur la fonatemdiaque car elle
augmente la fréquence et la contractilité du myteaa travers l'activation de la voie
AMPCc/PKA qui stimule le CEC. Cependant, de nombesi&tudes ont en effet montré qu’une
activation soutenue dgsARs produit des effets déléteres qui conduiseme hypertrophie
cardiaque, une dysfonction ventriculaire gauchanetIC (Towbin et Bowles, 2002 ; Lohse et
al., 2003). La cardiotoxicité est surtout régulém fes recepteurf;-ARs alors que les
récepteurg,-ARs ont plutét un réle cardioprotecteur (Zhengakt 2005 ; Bernstein et al.,
2011).

Ces effets ont notamment été mis en évidence ffaratits modeles de souris transgéniques.
Les souris KOB31-ARs sont |étales a I'état embryonnaire et leufqrerances cardiaques sont
altérées (Rohrer et al., 1996). Les cardiomyocgiess souris surexprimant les récepteiirs
ARs ont un remodelage cardiaque identique a ceéluiedhypertrophie, avec de la fibrose.
Les souris surexprimant les réceptepysARs sous le promoteur-MHC développent a un
jeune age une cardiomyopathie dilatée et une I@QdmBardt et al., 1999). Chez ces souris
transgénigues, une apoptose accrue associée a ugraemtation des protéines pro-
apoptotiques est également observée (Bisognarig 20@0). De nombreux travaux montrent
également les effets néfastes d’'une stimulationrifue def3;-ARs sur le taux d’apoptose
(Communal et al., 1999 ; Zhu et al., 2003 ; Wanglet2004 ; Patterson et al., 2004). Par
ailleurs, une activation soutenue ARs dans des cceurs intacts mime I'lC en réactilkant

programme génique foetal (Lowes et al., 2002 ; Badtigl., 1995).

A l'inverse, les souris déficientes pour le récapfe-AR montrent un développement et des
fonctions cardiovasculaires normales, ainsi qu’'oapacité a I'exercice accrue par rapport
aux souris WT (Chruscinski et al., 1999). La suregpion def,-ARs dans le myocarde de
souris accroit la contraction et la fonction cagdia sans augmenter la mortalité des animaux
suggérant un role protecteur @sARs dans I'lC (Liggett et al., 2000 ; Pattersoralet 2004 ;
Milano et al., 1994a). Il a également été montré tp stimulation chronique dg%-ARs
active la voie anti-apoptotique PI3K/Akt par I'inbeédiaire de la protéine Gi, favorisant ainsi

la survie cellulaire (Zhu et al., 2001). Cependésd,souris ayant une forte surexpression du
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récepteurf,-AR développent rapidement une hypertrophie et imseffisance cardiaque
(Liggett et al., 2000). Elles présentent une détation de la fonction cardiaque aprés une
surcharge de pression (Freeman et al., 2001 ; &li,e2000).Une faible surexpression des
récepteurs,ARs protege de I'lC alors qu'une forte surexpresseéo un effet délétére et

similaire a une surexpression des récept@ARs.

Enfin, les récepteurf; sont activés lors de la mise en place de I'HGaedtimulation defs-
ARs diminue la contraction cardiaque (Gauthier let 2098 ; Tilley et Rockman, 2006 ;
Cheng et al., 2001 ; Moniotte et al., 2001). LesepéeursBz-ARs ont des effets inotropes
négatifs. La persistance des effets inotropes négatifs [#}e8Rs au cours de I'lC est
probablement liée au fait que ces récepteurs rpast de sites de phosphorylation par les
GRKs ou la PKA et sont donc résistants au phénordendésensibilisation (Liggett et al.,
1993). En revanche, la surexpression spécifiquedepteur$s-ARs dans lecceur de souris
augmente la contraction cardiaque via Gs, et dimifexpression du récepte@i-AR. Ces
souris ne développent pas d’hypertrophie ou deddrsuggérant un effet cardioprotecteur de
la stimulationf3-AR dans l'insuffisance cardiaque chronique (Kahetual., 2001 ; Tavernier
et al., 2003).

2 - Epac dans 'hypertrophie cardiaque

Dans difféerents modeles d’hypertrophie cardiaqag¢tion d’isoprénaline, constriction de
'aorte thoracique), I'expression de la protéingea& 1 augmente dans les cardiomyocytes
(Ulucan et al., 2007 ; Metrich et al., 2010). Ldéerde Epac a été étudié avec le 8CPT (8-
pCPT-2'-O-Me-cAMP), analogue de 'AMPc qui activpésifiguement Epac (Enserink et
al., 2002). Les premieres évidences suggéerant lenfedctionnel des GEFs Epac dans les
cardiomyocytes proviennent d’'une étudevitro de notre équipe, montrant que l'activation
de Epacl induit les marqueurs de I'HC tels que Yafitrillogenése, I'augmentation de la
taille cellulaire et de la synthese protéique, iaipsune réexpression de genes feetaux dans
les cardiomyocytes de rats néonataux en culturerdMet al., 2005). En réponse a une
stimulation des récepteufsARs, Epac 1 induit une hypertrophie des cardiongiex de
maniére AMPc dépendante et PKA indépendante (Fid@)e(Metrich et al., 2008). De
maniére intéressante, I'effecteur classique de EpaRapl, n’'est pas impliqué dans la

croissance cellulaire induite par Epac 1 (Metritlale 2008). L’augmentation de I’ANF via
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Epac est activé par Rap2B (Metrich et al., 201@pZB peut activer la PLC qui produit de
I'lP3 et du DAG. L'IP3 libére le Cd de I'enveloppe nucléaire et du RE, et régule ainsi
l'activité de la CaMKII et du programme hypertroghé (Schmidt et al., 2001 ; Oestreich et
al., 2007 ; Wu et al., 2006 ; Metrich et al., 2QBreckler et al., 2011).

Durant le remodelage cardiaque induit par I'HC ikyaussi apparition de fibrose
tissulaire (Beltrami et al., 1994). Dans des cood# pathologiques comme celles de I'IC, un
dépdt excessif de collagene se produit dans le amglec La cytokine profibrosante TEGE
inhibe I'expression de Epac 1 dans les fibrobladtasurexpression de Epacl inhibe PGF
dans les fibroblastes cardiaques (Yokoyama et28D8). Une diminution de I'expression
d’Epac est donc requise pour la réponse profibuetiet aprés infarction du myocarde. Epac
inhibe I'expression de collagene de type | ettltlenc pourrait reverser la fibrose des tissus.

Au cours de I'hypertrophie il y a une dérégulatanla transitoire calcique (Fabiato
1983 ; Berridge et al., 2003). La stimulation dea&par le 8CPT pour des cardiomyocytes
augmente la fréquence de sparks calcique, c’esedalfréquence d’ouverture des canaux
du récepteur de la ryanodine RyRRereira et al., 2007). Epac induit donc des effets
inotropes positifs. Une augmentation anormale Hérdition calcique via Epac induit des
arythmies (Hothi et al., 2008).

Epac est un activateur des petites protéines Gdeitiles voies pro-hypertrophiques.
Ainsi, aprés activation de Ras, via la voie EpapZBaPLC:, I'activité de la calcineurine et
de la CaMKIl augmente (Métrich et al., 2008).
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CaMKiIl } Q‘
HDAC

¢ EF programme
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Figure 13 Voies de signalisation associées a I'hyfrephie cardiaque induite par Epac
(D’aprés Meétrich et al., 2010).

Suite a une stimulation des réceptei#sRs et une fois lié a 'TAMPc, Epac induit I'actittan

de la PLC, qui hydrolyse le PIP2 en DAG et IP3ra&ntnt I'activation de la PKC et la
CaMKIl, ces deux kinases sont impliquées dans latraotion et la phosphorylation des
myofilaments. Epac active les protéines dépendadtescalcium, la calcineurine et la
CaMKIl, qui activent le programme hypertrophique [es facteurs de transcriptions comme
NFAT ou MEF2. La CaMKIl induit aussi la phosphotytem de RyR2, donc une fuite
calcique, ce qui potentiellement induit des ary#sni

AC : adénylate cyclase ; AMPcadénosine 3',5’'monophosphate cyclique ;*‘Cacalcium ;
CaMKII : kinase C&/calmoduline-dépendante de type Il; CaN : caldimeu; DAG :
Diacylglycérol ; EPAC : Exchange Protein directletdated by cAMP ; HDAC : histone
déacétylase ; IP3: inositol 1,4,5-triphosphateER? : myocyte enhancer factor 2 ; NFAT :
nuclear of activated T cells ; PIP2 : phosphatithsitol 4,5 biphosphate ; PKC : protéine
kinase C; PLC: phospholipase C; RS : réticulumcaaasmique ; RyR : récepteur de la
ryanodine
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3 - Les petites protéines G

3-1 Introduction

Les petites protéines G sont monomeériques de nmaskxulaire d’environ 20-40 kDa. Elles
sont nombreuses, plus de 150 membres chez I'horemesgulent une grande variété de
processus cellulaire comme la division, la migrated la différenciation. Elles sont divisées
en 5 principales sous familles sur la base de Iséguiences en acides aminés et de leur
similitude fonctionnelles : Ras, Rho, Rab, ARF (AbiBosylation factors) et Ran.

La majorité de ces protéines ont des modificatigridiques qui permettent leur adressage a
la membrane cellulaire. Les petites protéines Gssagit comme des interrupteurs
moléculaires, changeant entre I'état actif lié alPGet I'état inactif lié au GDP. Dans I'état
actif, elles interagissent avec un ensemble decjmredt effectrices dont la plupart sont des

kinases (Figure 14).

3-2 Régulation des petites protéines G

Les petites protéines G présentent une capadiiasaeque d’hydrolyse du GTP et d’activité
d’échange GDP-GTP relativement faible, donc dedépres régulatrices sont nécessaires
pour les activer. Ainsi le&EF (Guanine exchange factdigvorisent I'échange du GDP en
GTP. L'activité des GEF peut étre régulée par gmai en amont comme un RCPG et les
protéines G hétérotrimeriques. Au contraire@sP (GTPase activating protein) augmentent
l'activité intrinseque d’hydrolyse du GTP, entrambd’inactivation des GTPase. Ainsi les
GEF et les GAP sont d'importants régulateurs detiVaé des GTPases. Pour les protéines
des familles Rab et Rho, il existe un niveau detréta supplémentaire impliquant €Dl
(guanine nucleotide-dissociation inhibitors) quiilrent le recrutement a la membrane de

petites protéines G en masquant leur résidus djpal (Lezoualc'h et al., 2008).
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(GoP)
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Figure 14 Le cycle d’activation de la petite protéie G Ras(D’apres Lezoualc’h et al.,
2008). Les petites protéines G de la famille de Bgssent comme des interrupteurs
moléculaires oscillant entre I'état actif lorsqlesl sont liees au GTP et 'état inactif liées au
GDP. Les GEFs favorisent I'état actif des petitestéines G alors que les GAPs favorisent
I'état inactif. Epac et Ral-GDS (Ral guanine nutié® dissociation stimulator) sont des
facteurs d’échange de Ras impliqués dans I'HC.

EPAC : Exchange Protein directly Activated by cAMBAP : GTPase Activating Protein ;
GDP : guanosine diphosphate ; GEF: Guanine Ex&hargctor; GTP : guanosine
triphosphate ; Ral-GDS : Ral guanine nucleotideatigation stimulator

3-3 Les petites protéines G de la famille Ras

3-3.1 La sous-famille de Ras et son activation

Chez 'homme, la sous famille Ras contient 36 m@&sbices trois membres « classiques » de
la sous-famille Ras ont été identifiees comme dalesconnues dans les mutations gains de
fonction des cancers : Harvey (HRas ou HA-Ras)stiir (Kras ou Ki-Ras) et NRas (pour
Not Hras ou Kras) (Ferro et Trabalzini, 2010 ; Subert et al., 2007). Il existe d’autres
membres de la sous famille de Ras dont R-RasRRal, Rheb, Rin et Rit.

La voie Ras est initiée par les RCPG et les RPEKgpteurs aux protéines tyrosine kinase).
Dans les cellules en division, le signal des RPT&dpmine. Le signal de la voie Ras dans le
cceur peut aussi étre directement activé par les-soites @y. L'activation induite par les
récepteursi;-ARs augmente la charge en GTP de Ras (Wang 2412 ; LaMorte et al.,
1994).
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3-3.2 Les Effecteurs de Ras

Les protéines Ras activées interagissent avec debnmeox effecteurs pour réguler
'expression des genes, la prolifération, la moébjlia différentiation et la survie cellulaire
(Lezoualc'h et al., 2008). Une méme région d'emvitB0 acides aminés a éteé identifiée dans
tous les effecteurs comme responsable de l'interaavec Ras. En général, Ras active son
effecteur par un changement structurel qui augmsmeaffinité pour ses cibles (Herrmann,
2003).

Les effecteurs les plus importants de Ras soRaf (une sérine-thréonine kinase), le
phosphatidylinositol 3-kinaseP(3K), et RAL-GDS (Ral guanine nucleotide dissociation
stimulator) (Proud, 2004).

-Raf 1 cytosolique, en se liant a Ras est recrut& daembrane, et phosphoryle ensuite les
protéines MAPKs et ERK (Proud, 2004).

-L’activation de PI3K par sa liaison au Ras-GTP uibhdla phosphorylation du
phosphatidylinositol triphosphate et de Akt (Rodeg-Viciana et al., 1994).

-RAL-GDS est un GEF pour la petite protéine G Ratan activation régule l'induction de
géenes associés a la réponse hypertrophique d&kBami(et al., 2003).

Certains effecteurs de Ras ont une fonction cagalgtcomme Raf et la PI3K, tandis que
d’autres comme AF6 ou Norel semblent agir comme ddaptateurs protéiques
(Khokhlatchev et al., 2002 ; Pannekoek et al., 2009

3-4 Implication de la petite protéine G Ras dahggdertrophie cardiaque

La petite protéine G Ras est un médiateur importient’hypertrophie cardiaque. Ras est
activé par de nombreux stimuli hypertrophiques cemenphorbol 12-myristate 13-acetate
(PMA), 'ET-1, ou la phénylephrine (PE) (Chiloechetsal., 1999)In vitro, la surexpression
d'une forme constitutivement active de Ras (RasGl@ahs des cardiomyocytes de rats
nouveaux nés conduit a la réexpression des geriaaxXa@ssociée a une croissance cellulaire
et une augmentation de la myofibrillogenese (Fudieal., 1998 ; Thorburn et al., 1993).
Etonnamment RasG12V n’induit pas la synthese pro&édes cardiomyocytes (Thorburn et
al., 1993). A linverse, la surexpression du mutaas N17, dominant négatif de Ras, se lie

plus fortement aux RAS-GEF comparé a la forme sgeide RagFeig, 1999).
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La fonction de la voie Ras dans I'H@ vivo a été étudiée dans un modéle de souris
transgéniques ou Ras G12V est exprimé dans le isgletr Ce modéle montre les
caractéristiques de I'hypertrophie cardiaque ebskace de I'hypertension systémique et de
changement du rythme cardiaque (Hunter et al., 199 plus, les souris adulte ayant une
induction conditionnelle de Ras G12V dans leur cadé@veloppent une hypertrophie
ventriculaire et une arythmie avec une surégulatierGr (Ruan et al., 2007). Dans d’autres
modeéles de souris transgéniques ou I'expressios folde du transgene était contrélée par
'aMHC, Ras G12V induit les phénotypes d'une cardiopatbie hypertrophique sévere
semblables aux caractéristiques cliniques observélesis les cardiomyopathies
hypertrophiques humaines (HCM) (Zheng et al., 200dhe telle corrélation entre
I'expression de Ras et la sévérité de I'hypertreptardiaque a été reportée chez des patients
atteints de HCM (Kai et al., 1998). Des souris sg@miques ont permis de montrer que Raf-1
kinase, un effecteur direct de la voie Ras, quiaajgnt a la cascade de transduction ERK,
régule I'apoptose et la croissance des cardiomgscgn réponse a une augmentation de
pression (Harris et al., 2004 ; Yamaguchi et &004). Les découvertes de mutations chez
différents membres des voies de signalisation de(RRAS, KRAS, RAF1, BRAF, MEK1

et MEK2) chez des patients développant des maladssciés au CMH, conforte le réle de la
voie de signalisation de Ras dans les cardiomyamattypertrophiques (Niihori et al., 2006 ;
Rodriguez-Viciana et al., 2006 ; Pandit et al., 200ne activation de la voie Ras est associée
aux pathologies d’hypertrophie des cardiomyocytes.

De nombreuses études ont montré que les effetsaded®ns I'’hypertrophie cardiaque sont
liés a I'activation de son effecteur Raf et ded&eWEK/ERK.
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4- Voie des Mitogen-activated protein kinases (MAPKS)

La plupart des protéines effectrices des GTPags#sdes kinases qui contrblent les fonctions
cellulaires. Les MAPKs sont des sérines thréonknegses activées et régulées par une série
de phosphorylation au niveau des résidus thréagtimgrosine. De nombreux stimuli activent
les cascades des MAPKs parmi lesquelles les homsndes facteurs de croissance et les
facteurs de stress. Les cascades des MAP kinasgsimpliquées dans les voies de
signalisation conduisant a la mitose, la prolifiémat la différenciation, la croissance
cellulaire, I'expression génique ou la mort celitda Elles sont classiquement divisées en
trois catégories : les kinases régulées par lemsigextracellulaires 1 et 2 (ERK1/2), les c-
Jun N-terminal kinases 1, 2 et 3 (JNK1,2,3), eplé8 MAPKaq, (3, y, etd.

L’activation de ERK1/2 est liee a la phosphorylatipar les kinases MEK1/2, elles méme
activées par la kinase Raf (Chong et al., 2003). Moenbreuses études ont montré
limplication de cette voie Raf/MEK/ERK dans lesopessus hypertrophiques. En effet, Raf,
MEK et ERK sont activées par les stimuli hypertrigples tels que I'ET-1, 'Angll et les
agonistesa-ARs. De plus, l'inhibition de la voie Raf/MEK/ERKar des constructions
dominantes négatives ou des inhibiteurs pharmaizpleg, bloque I'hypertrophie induiia
vitro par ces agonistes hypertrophiques (Yue et al., 20080 et al., 2001 ; Proud 2004).
L’activation ou linhibition de MEK et de Raf darm$es modeles de souris transgéniques
confirment I'implication de cette voie dans 'HC y&no et al., 2000 ; Harris et al., 2004 ;
Yamaguchi et al., 2004). L'inhibition de cette va@eule n’est pas suffisante pour inhiber
completement la réponse a I'hypertrophie et l'atton de cette voie n’entraine pas une
hypertrophie maximale. Par ailleurs, ERK active feseurs de transcription régulant la
croissance cardiaque et la traduction des protéeiesjue GATA-4, EIk-1 et NFAT (Purcell
et al., 2004 ; Sanna et al., 2005 ; van Berlo.e2@ll1).

Les protéines de stress JNK et p38 sont activéetepatimuli hypertrophigues. Cependant
leur réle dans I'HC est controversé (Petrich et @/&004 ; Clerk et al., 2007). Les études
réaliséesn vitro ou sur des modeles de souris transgéniques, momue |'activation de
JNK ou de p38 n'est pas suffisante pour induireCl’'tthais que ces protéines kinases
modulent les voies impliquées dans I'HC. Des irtkilnis pharmacologiques des MAPKs ont
démontré l'implication de p38 dans la croissanceentyophique des cultures de rats et dans
I'organisation des myofibrilles lors d’'une stimutat avec la PE. La voie p38 permettrait de

maintenir les cellules dans I'hypertrophie (Cletlak, 1998).
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5-Les voies de signalisation des enzymes dépendantes du calcium

L'augmentation du calcium active différentes enzgnoalcium-dépendantes, qui peuvent
induire la transcription des génes, processus apgaiplage excitation-transcription. Nous
allons tout d’abord présenter la Calmoduline kinak®ppendante de type II, puis la

calcineurine.

5.1- Voie de la kinase €4calmoduline-dépendante de type Il (CaMKII) et de

ses effecteurs

5.1.1 Définition, fonction

Les CaMKs sont des sérines thréonine kinases qui etgulées par le Galié a la
Calmoduline (CaM). Il en existe 4 formes distinci€&aMKs I, 1l, IV et K) ayant des
distributions et des substrats différents (Tabl8xu(Skelding et al.,, 2011). La CaMKIl
ubiquitaire, est I'isoforme majeur exprimé dansdeur. La CaMKI est présente dans le coeur
mais sa fonction reste a définir dans cet organs@a expression n’est pas augmentée dans

I’hypertrophie (Zhang et Brown, 2004).

5.1.2 Structure

La CaMKIl est une protéine multimere composée desdizs-unités. Chaque unité contient
trois domaines distinctes : un domaine de liaisola &aM, un domaine régulateur qui
contient le domaine auto-inhibiteur et controlectieation de I'enzyme et un domaine
catalytiqgue qui s’associe avec le substrat et am&la fonction de I'enzyme. La région C-ter
est le domaine d’interaction responsable de I'abtmye de sous-unités (Figure 15).

La CaMKIl est codée par difféerents géne$, y, oud. L'isoforme majoritaire dans le coeur
est la CaMKIb. L'isoformey est aussi présent dans le coeur mais y est peimeep(Singer
et al., 1997 ; Zhang et Brown, 2004). On connaitvaBants d’épissage pour la forme
CaMKIl 6. 6g (83) etdc (62) sont présents dans le myocarde de mammiférsofblimedg de

la CAMKII est plus présent dans le noyau alors gusous-unit&c est majoritaire dans le
cytoplasme.
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Number of genes

Number of splice
variants

Enzyme structure

Molecular weight

Tissue distribution

Requirement for
activation

Regulation

Number of
phosphorylation sites

Capable of autonomous
activity?

Inhibition by KN-62 and
KN-93 (K)

Inhibition by AIP (IC_ )
Inhibition by AIP-I (IC)
Inhibition by AC3-1 (IC

SD]

Tableau 3 Propriétés de la famille des CaMK¢d’apres Skelding et al., 2011).

CaMKI
4 (o, B, 7, 9)

>5
Monomeric

38-53 kDa

Ubiquitous

Ca*/CaM binding,
phosphorylation

Phosphorylated (acti-
vated) by CaMKK,
targeting (7)

1 (T 174-180,
depending on isoform)

No

0.8 H.M”Uu

Not determined
Not determined
>10 pMe

CaMKII
4oy By, 8)

>30

Multimer (dodecamer) of dimers

500-600 kDa (holoenzyme);
50-60 kDa (subunit)

CaMKlly and CaMKII5 are
ubiguitous, CaMKlla and
CaMKIIp are neuronal

Ca*/CaM binding

Autophosphorylation (autono-
mous and inhibitory), targeting

Multiple

Yes

0.8 H.M"an

40 nM =
4 nM®
150 nM#

CaMKIV
1

2

Monomeric

600-720 kDa (holoenzyme);
50-60 kDa (subunit)

Neuronal, immune cells, testis

Ca*/CaM binding,
phosphorylation

Phosphorylated (autonomous
activation) by CaMKK, targeting (7)

1(T 196-200, depending
on isoform)

Yes

3 I.LM'"-"E

>10 M
>10 M

Not determined

Unknown
Monomeric

54-68 kDa

Neuronal, thymus,
spleen, testis

Ca**/CaM binding

Phosphorylation
{inhibitory)

Multiple

Yes

No effect

Not determined
Not determined
10 pMe2
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Figure 15 Structure et activation de la CaMKII (D’apres Erickson et al., 2011).

La sous-unité monomérique de la CaMKII est compabée domaine catalytique au niveau
N-terminal, d’'un domaine régulateur et d’'un domadiassociation au niveau C-terminal.
Douze de ces sous-unités s’assemblent ensembldqumer I'holoenzyme CaMKIl. C’est le
domaine d’association qui est responsable de l8rdgme. Dans le domaine régulateur se
situe la séquence qui se lie au domaine catalytigua calmoduline et la thréonine 287 qui
est auto-phosphorylée par un autre monomere vdesia CaMKIIl. Les méthionines 281/282
peuvent étre oxydées.

Quand le calcium se fixe a la calmoduline, ils isatlensuite au domaine régulateur. Cela
induit un changement de conformation, qui liberedamaine catalytique permettant un
transfert d'un groupement phosphate. La thréon8&&ant libérée dans cette conformation,
sa phosphorylation se produit grace a une sous-umdnomérique voisine préalablement
activé par le calcium. L'autophosphorylation deTlar286 permet de maintenir l'activité
catalytique en absence de calcium.

Comme l'autophosphorylation de la thréonine 28dxydation des méthionines 281/282
dépendent de I'activité du calcium et d’'un forteawu d’especes réactives oxygénées.
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5.1.3 Activation de la CaMKII

En condition basale, les domaines régulateurs wlytigues de la CaMKIl sont liés,
empéchant son activité. La fixation de’G&aM sur son domaine régulateur active la
CaMKIl par un changement de conformation qui libsoa site catalytique (Figure 16). Le
domaine régulateur devient alors accessible poaumtdphosphorylation ou I'oxydation
(Erickson et al., 2011). La phosphorylation dehi@bnine 287 augmente I'affinité de la CaM
pour la CaMKIl et empéche la réassociation des duesacatalytique et régulateur. Ainsi,
l'activité de la CaMKIl est maintenue. La CaMKIl tequssi régulée par certaines
phosphatases comme par exemple les isoformes HRKA, FPP2C ou par stress oxydatif
(Ishida et al., 2003 ; Zhang et Brown, 2004 ; Cauctal et al., 2008 ; Howe et al., 2004gs
méthionines 281/282 de la CaMKII oxydée sont réduiet inactivées par la méthionine
sulfoxide réductase de classe A (MsrA) (Ericksoalet2008). Enfin, la CaMKII est régulée
par Epac de maniere indépendante de la PKA (Megtith., 2008).

5.1.4 Les effecteurs de la CaMKI|I

Une fois activée, la CaMKIl phosphoryle les his®unéacetylases HDAC4 ou HDACS alors
lies a MEF2 (Bers, 2011). Les HDACs sont des ensyme favorisent la déacétylation des
histones et des protéines, la condensation dertanetiine et par conséquent la répression
transcriptionnelle. Il existe 17 HDACs chez I'hommgei sont regroupés en 3 classes (I, Il, et
llI). HDAC -4, -5, et -7 font partie de la classe HDACII qui interagit avec le facteur de
transcription MEF2 qui contribue a I'hypertrophigrdiaque (McKinsey et al., 2002). HDAC
phosphorylé est dissocié de MEF2, puis transloqueayau vers le cytoplasme ou il sera
séquestré par la protéine chaperonne 14-3-3 (FifdréZhang et al., 2002 ; Wu et al., 2006).
MEF2 induit alors la transcription des génes prpdryrophiques grace a sa région C-
terminale, tandis que la dimérisation et la liaigoHADN est permise par la boite MADS
(MCM-1 agamous deficient serum response factor)rrislu et al., 1995 ; Molkentin et al.,
1996).

La CaMKIl contréle donc I'expression genique magrement par le facteur de transcription
MEF2 mais régule aussi CREB, C/EBP, ATF-1, AP-SRF (Sheng et al., 1991 ; Wegner et
al., 1992 ; Zhang et Brown, 2004).

La CaMKII cible aussi plusieurs protéines identisjdela PKA comme : le RyR, le LTCC, le
phospholamban, MyBPc, et crée ainsi une voie dealgation parallele a celle de la PKA
(Grimm et Brown, 2010 ; Banyasz et al., 2011).
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Figure 16Activation de la CaMKII (D’aprés Backs et al., 2006).

En condition basale, HDAC4 est dans le noyau etassbcié au facteur de transcription
MEF2. Une stimulatiom-adrénergique active la CaMKII qui phosphoryle HDA@ermettant
sa translocation du noyau au cytoplasme. HDAC4séquestré dans le cytoplasme par la
protéine chaperonne 14-3-3. MEF2 et les facteursaescriptions qui lui sont associés sont
ainsi libérés et peuvent transcrirent les géneshgpertrophiques.

5.1.5 La CaMKIl et ses effecteurs dans I'hypertiap
La CaMKII induit I'hypertrophie des cardiomyocytss libérant MEF2 des HDACs de classe I

(Lu et al., 2000). Elle régule aussi libération du C& du réticulum sarcoplasmique en
phosphorylant le récepteur InsP3 (Ferris et ab11%hu et al., 1996 ; Bare et al., 2005).

La CaMKIl en réponse a une stimulation hypertropbigexprime les marqueurs de
I'hypertrophie ANF et BNP alors que son inhibitidohoque l'augmentation de la taille
cellulaire, l'activation de Ig-MHC et la synthese protéique (Ramirez et al., 19¢% et
LaPointe, 2000 ; Zhu et al., 2000 ; Sucharov et28l06). L'expression ainsi que l'activité de
la CaMKIl augmentent sur des modeéles de rats hgpdus (Hempel et al., 2002). Ce sont
plus particulierement les isoformes de la CaMlet 59 qui augmentent alors quig (63) et
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d¢c (62) ne varient pas (Hagemann et al., 2001). Danscdesrs humains insuffisants,
'expression et l'activité de la CaMKII sont altége (Sossalla et al.,, 2010). L'isoforme
CaMKIl & augmente chez des patients atteints de cardiortiyepéHoch et al., 1999 ;
Kirchhefer et al., 1999). Les deux variants d’épigs pour cette isoforme ont des réles
différents dans I'HC.

L’isoforme nucléaire CaMKIIég régule la transcription (Zhang et al., 2007). lsesiris
transgéniques CaMKBg induisent une hypertrophie cardiague (Zhang.e2aD2). Apres 2
jours de sténose aortique, les isoformes CabiKet 6c s’autophosphorylent et leur
expressions augmentent, et l'activité de lisofordieaugmente apres 7 jours de TAC
(Colomer et al., 2003 ; Zhang et al., 2003). Lagrisaransgéniques surexprimant I'isoforme
dc développent une cardiomyopathie dilatée, avec imadtion de la fonction contractile et
meurent prématurément (Zhang et al., 2003). De, jjlasforme cytoplasmique CaMK¢c
contribue au développement de I'IC en faisant valee CEC par I'augmentation de la
phosphorylation de RyR2 et du phospholamban (Meieal., 2003 ; Zhang et al., 2007 ;
Grimm et Brown, 2010).

Il est intéressant de noter quVvitro les études avec les formes constitutivement actiles
CaMK | et CaMK IV induisent une réponse hypertrapt@ sur des cardiomyocytes (Passier
et al., 2000).

5.2- Voie de la calcineurine (CaN) et de ses efiast

5.2.1 Définition, fonction

La CaN a été purifiee a la fin des années 1970epdwcteur Claude Klee, et nommeée ainsi du
fait de sa régulation par le calcium et sa fortecemtration dans le tissu neuronal (Klee et al.,
1979). C’est une sérine-thréonine phosphatas$éCaM dépendante. La CaN est impliquée
dans de nombreuses fonctions cellulaires commév&mn des cellules T dans le systeme

immunitaire ou la libération de neurotransmetteurs.
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5.2.2 Structure de la calcineurine

Cette protéine phosphatase, phylogéniquement toésecvée, se présente sous forme
d’hétérodimere composé d’'une sous-unité catalytiy(€nA) et d’'une sous-unité régulatrice
B (CnB).

Chez les mammiferes 3 genes codent pour la sots-catialytique A : CnA, CnAB, CnAy,
mais seuls Cné et CnAB sont exprimés dans le cceur (Taigen et al., 2Q@0%ous-unité A
est composée de plusieurs sous-domaines : un dercatalytique localisé dans son extrémité
N-terminale, de deux domaines de liaison : uncalmoduline et un autre a la sous-unité B et
enfin de son domaine inhibiteur qui réprime le domaaatalytique lorsque I'enzyme est sous
sa forme inactive (Figure 17).

Chez les mammiféres 2 génes codent pour la sots-tégulatrice B (CnB1 et B2), seul

CnB1 est exprimé dans le cceur. La sous-unité régaae lie au Ca.

EF-hand domains

Calmodulin El]:l]]w kDa

- -,

61 kDa
CnA | | Phosphatase domain | cam|  [AIB] |

-

’

CnB ||||| |||.||19I:Da

EF-hand domains
3 Catalytic genes 2 Regulatory genes
CnAa Ubiguitous CnB1 Ubiquitous
CnAp Ubiquitous CnB2 Testis, brain

CnAy Testis, brain

Figure 17 Représentation schématique de la CaN eites d’expression tissulaires de ses
sous-unités(D’aprés Wilkins et Molkentin, 2004). La CaN est hétérodiméere composée
d'une sous-unité catalytigue A (CnA), d'une sougtdunrégulatrice (CnB), et de la
calmoduline. Ces différentes sous-unités sonteegliéntre elles par des liaisons de hautes
affinités au C&'. Localisation des différentes isoformes des saités de la CaN. Cné
CnApB, et CnB1 sont ubiquitaires.

Cam : domaine de liaison a la calmoduline et Aldmaine auto-inhibiteur
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Figure 18 Structure et activation de la calcineurie. (D’apres Seyer et al., 2006). La forme
active de la CaN est composée de la CnA, la CnBaetalmoduline. Pour de faibles
concentrations de &3 les domaines phosphatases N-terminaux de lasutés-CnA sont
bloqués par le site d’autoinhibition C-terminal. Eeponse & une augmentation dé'Cia
calmoduline se fixe a la sous-unité CnA et indaithangement de conformation qui libéere le
site catalytique.

CnA : sous-unité catalytique, CnB : sous unité ldigice

5.2.3 Régulation de la calcineurine

Le mécanisme de régulation de la CaN est conseitve kes especek’activité de la CaN est
contrélée par la concentration de’Citracellulaire. A faible concentration de ¢;da sous-
unité B se lie faiblement a la sous-unité A et EMOn’est pas liée au complexe. De plus, le
domaine auto-inhibiteur de la CaN se lie au domeatalytique, bloquant ainsi le site actif de
facon stérique, gardant la CaN inactive (Hashimettaal., 1990). L'augmentation de la
concentration de Gaintracellulaire active la CaM qui libére le dommiauto-inhibiteur de
son site actif en se liant avec le domaine dediaie la sous-unité A de la CaN. La fonction
phosphatase de la CaN est alors activée (Figure 18)

La CaN est aussi régulée par les phospholipidegiiecet al., 1987) et I'état oxydatif de ses
ions métalliques Fe-Zn contenu dans son centrdytigtee. Ainsi, la superoxide dismutase
protege la CaN de I'inactivation en prévenant spydation. A I'inverse, I'anion superoxide
inactive la CaN par oxydation (Rusnak et al., 200famgaladze et al., 2002 ; Wang et al.,
1996). Enfin, la CaN est régulée pdifféerents inhibiteurs (Voir Chapitre 1V) (Wilkingt
Molkentin, 2004 ; Heineke et Ritter, 2012).
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5.2.4 Les facteurs de transcription activés parcklcineurine

La plupart des effets cardiaques de la CaN sontégear les facteurs de transcription NFAT
et MEF2.

a) NFAT (nuclear of activated T cells)

Les facteurs de transcription NFAT sont les cilblegeures de la CaN. Sur les cing isoformes
de NFAT, quatre (NFATc1-4) sont régulés par l'aitfivde la CaN. Les facteurs NFATc
résident dans le cytoplasme des cellules non siesudous un état hyperphosphorylé. A I'état
déphosphorylé, NFAT est translogué dans le noyaul se fixe a une séquence d’ADN
consensus GGAAAAT par le biais de son domaine dlogie Rel (RHD). Pour renforcer
l'interaction NFAT-ADN, les facteurs de transcripts interagissent avec d'autres protéines
comme AP-1, GATA-4 et MEF2 (Wilkins et al., 2004).

b) MEF2

Bien que MEF2 soit classiquement régulé par les BBAe classe Il indépendamment de la
CaN, il représente un régulateur majeur de la trgtton d’'un certains nombre de genes
hypertrophiques induit par un stress mécanique,stinraulation adrénergique ou l'activation
de la CaN. En effet, la surexpression de la CaNs darcoeur de souris augmente l'activité
transcriptionnelle de MEF2 (Passier et al., 20@)atre genes codent pour le facteur de
transcription MEF2A,-B,-C, et —D (Potthoff et &2007). MEF2 se lie a ’ADN pour induire
I'expression de plusieurs génes cardiaques defHC, I'’ANF, les troponines, SERCA?2 et
la desmine (Barry et al., 2010). Un des mécanisdee$activation de MEF2 par la CaN
implique le recrutement de la protéine NFAT (Mckagset al., 2002). Dans les lymphocytes
T, aprés la translocation de NFATc2 au noyau padhl, NFATc2 s’associe directement a
MEF2A et MEF2D et stimule la transcription de ME&R2 facilitant le complexe avec p300
(Blaeser et al., 2000 ; Youn et al., 2000). Dansdeur, c’est NFATc3 qui interagit avec
MEF2 (van Oort et al., 2006). Le facteur de traipgion MEF2 est donc activé par la CaN de
maniere NFAT dépendante (van Oort et al., 2006).

Les souris transgéniques qui expriment le domimaggatif de MEF2, inhibant son activité
transcriptionnelle, ne développent pas de dilatatientriculaire et de défauts de contractions
(van Oort et al.,, 2006). La surexpression de MEFZAMEF2C dans le cceur de souris
transgéniques induit des problemes de fonctioniaguwe, une hypertrophie excentrique et
une cardiomyopathie dilatée (CMD) (Xu et al., 200Bar ailleurs, I'absence de MEF2D,

réduit la dilatation ventriculaire gauche, la ®itles myocytes et de la fibrose en réponse a
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une surcharge de pression. En revanche, la sussipnede MEF2D dans le cceur de souris

transgéniques est suffisante pour induire le retagegpathologique (Kim et al., 2008).

5.2.5 La calcineurine dans le noyau

Dans le cceur insuffisant, la quantité de CaN danwmiau augmente (Burkard et al., 2005).
La présence de la CaN dans le noyau assure l'@ctiranscriptionnelle de NFAT (Zhu et
McKean, 1999). Ceci est du a une autre voie ddiVation de la CaN qui se fait par la
protéase calpaine qui protéolyse son domaine attbieur C-terminal. Le site de clivage se
situe dans le domaine de la sous-unité A de la CaNyse induite par la calpaine induit la
perte du domaine auto-inhibiteur, qui révéle le dom phosphatase et le signal de
localisation nucléaire, résultant dans l'activata®la phosphatase et I'import nucléaire de la
CaN; et la CnA perd sa séquence d'export nuclé@ieS), restant donc nucléaire.
L’inhibition de la calpaine permet I'exportationcigaire de la CaN et diminue I'activité CaN
(Burkard et al., 2005). Le clivage du domaine daatobiteur induit par la calpaine et le lien
avec I'HC ont été démontrées dans le tissu myapaeciumain.

L’analyse de la séquence de la CnA a identifié dégxons distinctes comprenant un signal
de localisation nucléaire (NLS) et une séquencepdie nucléaire, qui sont tous deux
essentiels pour le transport de CnA a travers teptexe de pore nucléaire. Habituellement,
ces sequences sont cachées au sein de la moléa@ike sont exposées par la fixation du
cd&*/CaM ou par le clivage par la calpaine. Les preimavette pour la CnA sont

limportine B1 pour l'importation et 'exportine 1 (Crm1) poteXportation.

5.2.6 Altérations de la voie CaN-NFAT

La cascade des MAPKSs régule la signalisation dedid (Liang et Molkentin, 2003). Ainsi,
les kinases JNK et p38 phosphorylent respectiveNERTc3 et NFATc4, entrainant leur
export nucléaire (Chow et al., 1997 ; Yang et2002). Wilkins et Molkentin (2004) émettent
I'hypothese que p38 et JNK, agissent comme deedectanti-hypertrophiquegs vivo en
inhibant la voie CaN-NFAT.

Un autre modulateur de la voie CaN dans le ceeuG8#t-33, une sérine-thréonine kinase,
qui phosphoryle les facteurs de transcriptions N§Ainhibant ainsi leur localisation
nucléaire et leur liaison a 'ADN (Neal et al., 200De plus, GSK-B est un effecteur connu
de la voie PI3K-Akt. L'activation d’Akt conduit aalphosphorylation et & l'inhibition de
GSK-33. On peut donc prédire que des stimuli physiolog#de croissance (comme IGF-1)
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induiraient I'activation d’Akt, I'inhibition de GSK3p, et I'activation de NFAT. Cependant, il
n'y a pas de changement de l'activité NFAT danggdértrophie aprés surexpression de Akt
(Wilkins et Molkentin, 2004). La raison la plus peble devant ces différences est liée aux

effets multifactoriels attribués a GSHK-3

5.2.7 Implication de la calcineurine dans I'’hypedphie cardiaque

Les récepteur$-ARs activent la voie CaN/NFAT3/GATA4 (Yang et aRP10a). Mais
'activité CaN est aussi augmentée par I'Angll,R& et le SBF (sérum de bovin feetal)
(Taigen et al., 2000)n vitro, un adénovirus codant pour la forme constitutivenaetive de

la CaN favorise la croissance hypertrophique disles cardiaques de rats nouveaux nés (De
Windt et al., 2000). La CaN est nécessaire etsarife pour induire I’hypertrophie cardiaque
(Wilkins et Molkentin, 2004).

Les formes constitutivement actives de la CaN olNBATc4 exprimées dans des cceurs de
souris transgéniques sont suffisantes pour induie hypertrophie cardiaque massive qui
peut progresser vers une cardiomyopathie dilatéec ale la fibrose interstitielle, une
insuffisance cardiaque congestive et une mort suldtolkentin et al., 1998). De maniéere
générale pour NFAT, des souris transgéniques cantdéa gene NFAT lié au gene rapporteur
luciférase montre que I'activité NFAT est plus &ewen réponse a une hypertrophie induite
par une charge de pression ou a une insuffisanmiaqae associé a un infarctus en
comparaison avec les souris sauvages (Wilkins .et28D4). De plus, I'expression d’'un
mutant constitutivement actif de la CaN augmerdetivité transcriptionnelle de MEF2 par
une voie NFAT indépendante, indiquant que les effigpertrophiques de la CaN ne sont pas
exclusivement induit par le facteur de transcripthdFAT (Fiedler et al., 2002). Lors d’'une
surcharge de pression cardiaque, la CaN diminugieentation de la phosphorylation du
phospholamban, agissant comme un régulateur négajferformance contractile durant la
stimulation de$-ARs (MacDonnell et al., 2007).

Les souris KO inductibles de la sous-unité CnBletiypent une IC sévere et meurent plus
rapidement que les sauvages. La délétion du geld Chez la souris induit une délétion
guasi totale de la CaN, car la CnA n’est stablegurésence de CnB (Malillet et al., 2010).
Les souris portant la délétion CpAont un cceur a I'état basal plus petit que lesisour
sauvages et ont une réponse a I'hypertrophie aardiaréduite suite a des stimuli
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hypertrophiques (Bueno et al., 2002). De plus, & Qloit jouer un réle important dans
I'hypertrophie maladaptative car les souris portamt délétion de NFATc3 suite a différents
stimuli hypertrophique pathologiqgues montrent déponses hypertrophiques diminuées.
NFATc3 est donc un effecteur direct de la CaN dansceur. Il est nécessaire pour induire
I’hypertrophie cardiaque mais n’est pas suffisanrg’insuffisance cardiaque (Wilkins et al.,
2002). En revanche, NFATc4 n’est pas un effect@ectide la CaN car les souris délétées de
NFATc4 répondent aux stimuli hypertrophiques (Buehal., 2002 ; Wilkins et al., 2002).
Enfin, la perte du géne NFATc1 induit une mortabt@bryonnaire di a une malformation
d’'une valve du cceur et une insuffisance cardiagedd Pompa et al., 1998 ; Ranger et al.,
1998).
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IV - Inhibiteurs de la calcineurine

La meilleure compréhension des voies de signadisationduisant a I'’hypertrophie et a
l'insuffisance cardiaque permet de cibler les pra® dont il faut restreindre l'activité et

rechercher ainsi de nouveaux inhibiteurs.

1 - Inhibiteur pharmacologique de la calcineurine

Les premiers inhibiteurs de la CaN utilisés ontlégagents pharmacologiques. La CaN est
inhibée distinctement par deux agents immunosupeus : la cyclosporine A (CsA) et le
tacrolimus (FK506). Les cyclophillines (cycloph#irA) et les FKBPs (FKBP12) forment la
famille des immunophilines, qui ont la capacitéfoter les immunosuppresseurs. Ainsi, la
CsA se lie a la protéine cytoplasmique CyclophinetA’associe ensuite avec la CaN pour
inhiber son activité phosphatase (Handschumachair,et984). De méme pour le FK506, la
liaison FKBP12/FK506 se fixe a la CaN pour I'inhil§Bram et al., 1993).

VIVIT, un peptide synthétique, prévient l'interamti CaN/NFAT et I'activation de NFAT par
la CaN, sans inhiber I'activité phosphatase de & GQAramburu et al., 1999 ; Yu et al.,
2007). A la différence de la CsA, VIVIT n’'a pas fi&t sur I'activation basal de ERK (Yu et
al., 2007).

In vitro, le traitement de cardiomyocytes par la CsA, le56& ou VIVIT, inhibe
I'hypertrophie des cardiomyocytes de rats nouveawds induite par les stimuli
hypertrophiques (Molkentin et al., 1998 ; Pu et2003).

De plus, 'administration de CsA ou FK506, préviéatdéveloppement de I'IlC dans des
modeles murins de cardiomyopathie dilatés (soursgéniques qui surexpriment la
tropomoduline, la chaine légére de myosine2 di-teopomyosine feetal) (Sussman et al.,
1998). De plus, chez les rats, FK506 inhibe I'H@saique la fibrose cardiaque induite par
surcharge de pression (Shimoyama et al., 1999)C$A ainsi que VIVIT ont aussi été
reportés pour prévenir I’hnypertrophie cardiaqueuitelpar une surcharge de pression, mais ce
résultat est controversé car ce n’est pas le aastdates les étud@svivo (Ding et al., 1999 ;
Zhang et al., 1999 ; Kuriyama et al., 2006utilisation efficace de CsA ou du FK506 contre
I'HC réalisée dans des modeles animaux, suggemert dne application possible a ’'homme
(Sussman et al., 1998).
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Cependant, la CsA et le FK506 présentent des eifaisspécifiques de l'activité de la CaN
(Meyer et al., 1997 ; duBell et al., 1998 ; Kaibat al., 1999). Les inhibiteurs
pharmacologiques CsA et FK506 sont déja utiliséz dthomme pour des transplantations. |I
existe une littérature clinique décrivant les effetidésirables d’'une thérapie a long-terme
avec la CsA. Les patients recevant des transplansatardiaques par exemple, qui recoivent
une thérapie associée a la CsA, souffre de toxmgphrogénique et d’hypertension (Morgan
et al.,, 1991). Le traitement au FK506 pour les héiares de transplantation cardiaque
semble étre plus bénéfique a celui de la CsA aiége I'hypertension, de I'hyperlipidémie,
de I'hirsutisme et de I'hyperplasie gingivale (Pega et al., 2010). Il est donc important de
découvrir et développer de nouveaux inhibiteurslaleCaN, qui auraient moins d’effet
indésirablesLa CaN étant présente dans différents domaineseBulaires, une approche
thérapeutique prometteuse pourrait impliquer urebition de la CaN dans des domaines
subcellulaires principalement impliguées dansdaaisation pro-hypertrophique (Heineke et
Ritter, 2012). L’'activité de la CaN est régulée pkr nombreux inhibiteurs ou facteurs
modulateurs tels que Cabinl/Cain, AKAP79, MCIP1 laucalsarcine, localisés dans des

distributions subcellulaires différentes (Figurg.19
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Figure 19 Inhibiteurs de la calcineurine(d’aprées Wilkins et Molkentin, 2004)

Schéma des voies de signalisations de la CaN iadiuita déphosphorylation et la
translocation nucléaire de NFAT ou l'activation&F2 dans le noyau. Plusieurs inhibiteurs
de la CaN se situent dans le cytoplasme, tandidagtransduction du signal des autres voies
active difféerentes kinases qui phosphorylent NFAT facilitent sa translocation nucléaire.
Les lignes vertes représentent l'activation alote des lignes rouges représentent les
inhibitions. CyA : cyclophiline A.
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Protéines inhibitrices dans I'espace proche des saslemmes

La CaN est localisée sur le sarcolemme et les ¢ésbll Fait intéressant, la CaN peut interagir
directement avec les phospholipides membranai@segi sa sous-unité CnB ainsi qu’avec
différentes protéines associées au sarcolemme (eoBiBl, MLP, les canaux calciques de
type L) et les protéines du disque Z (comme laataise, MLP).Nous allons examiner
comment les protéines du sarcolemme des cardiortg@ayodifient la localisation de la
CaN, son activation et la régulation de I'hypentiep La CaN peut aussi étre localisée au
niveau du noyau et certaines protéines régulatdoasmne Cabinl/Cain agissent dans chacune
de ses localisations.

2 - Cabinl/ Cain

Cabin 1/Cain: cette protéine (2200 acides aminés) posseédemmaide C-terminal qui agit
comme un inhibiteur endogene puissant non comjpédéitia CaN (Lai et al., 1998 ; Sun et al.,
1998). Les protéines Cain et Cabin, découvertesnéme temps, ont donc été nommées
differemment mais il s’agit de la méme protéine.dratéine Cain a été découverte dans le
cerveau, majoritairement dans le cytosol, et emllgde Cabin 1 a été découverte dans les
lymphocytes T, majoritairement dans le noyau. B¢ cependant présente dans tous les
organes, mais faiblement exprimée dans le cceur,divsplicing (Lai et al., 1998 ; Sun et al.,
1998). La liaison de Cabin 1/Cain a la CaN est dépete du Cdet de la PKC. La PKC
entraine I'’hyperphosphorylation de Cabin 1/Caingraentant son affinité pour la CaN
(Szijgyarto et al., 2007). Enfin, la constante Hibition, le K de Cabin 1/Cain, qui représente
la concentration en inhibiteur pour laquelle la dodles sites enzymatiques sont occupeés, est
de 0.4uM. C’est donc un puissant inhibiteur endegéle la CaN (Lai et al., 1998).
L'expression de Cabin 1/Cain sauvage ou de son uhem&-terminal inhibe la
déphosphorylation de NFAIh vivo en réponse a une stimulation PMA ou ionomydiaen

et al., 1998). Cabin 1/Cain inhibe aussi MEF2 @cpar ERK5 (Kasler et al., 2000). MEF2 se
lie a Cabin 1/Cain au niveau de son extrémité @itmle pour bloquer son activité
transcriptionnelle mais Cabin 1/Cain n’inhibe padidison de MEF2 a I'ADN (Youn et al.,
1999). Pendant I'apoptose, Cabin 1 /Cain est clparda calpaine a son domaine de liaison a

la calcineurine, ce qui active la CaN (Kim et 2002).
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Cain/Cabin dans I'’hypertrophie cardiague

In vitro, la surexpression de Cabin diminue [activit¢ Cahhdogeéne, la réponse
transcriptionnelle de NFAT, I'hypertrophie des gamyocytes et I'expression de I'ANF
induite par PE ou Angll (Taigen et al., 2000). @aldi/ Cain inhibe aussi le facteur de
transcription MEF2 (De Windt et al., 2001). La sgeession de Cabin 1/Cain par un
adénovirus injecté dans 'aorte coronaire de caeinats adultes avec surcharge de pression,
inhibe aussi I'activité CaN et I'hypertrophie (DeiMit et al., 2001). Les souris transgeniques
qui surexpriment Cabin 1/Cain spécifiguement dansdeur présentent une diminution de
I'activité de la CaN et de I'HC, en réponse a [fisénaline ou a une surcharge de pression (De
Windt et al., 2001). De plus, Cabin 1/Cain semligialément réguler I'HC adaptative, car son

expression augmente dans le cceur de rat entréigéeecice (lemitsu et al., 2005).

3 - AKAP79

AKAP79 forme un complexe a la membrane plasmigé&lla cavéoline 3, aux LTCC, aux
récepteurg-ARs, a I'adénylate cylase 6, a la PKA et a la GlMs les cardiomyocytes de
souris adultes. C’est un complexe essentiel dangidtion du signal intracellulaire en
réponse a une stimulation a I'isoprotérénol dass#diomyocytes (Nichols et al., 2010).

In vitro, la protéine d’échafaudage AKAP79 se lie directetm& la CaN induisant son
inhibition de maniére non compétitive, indépendaminder C4" et de la CaM (Coghlan et al.,
1995). La région de la CaN nécessaire a la liad®@mPKAP 79 se situe entre les acides
aminés 30-98 de la sous unité A de la C@ddshishian et al.,, 1998). La surexpression
d’AKAP 79 inhibe la déphosphorylation de NFAT parCaN endogene, entrainant ainsi une
diminution de I'activation de NFAT (Kashishian ét, 4998). L'infection des cardiomyocytes
par un adénovirus codant pour AKAP79 inhibe 'atéivde la CaN, I'’hypertrophie cellulaire
et I'expression de I'’ANF induite par un agonistadrénergique (Taigen et al., 2000). Enfin,
in vivo, les souris transgéniques exprimant dans le mgledardomaine inhibiteur de la CaN
de AKAP79, développe moins d’HC en réponse a uéeoske aortique ou une stimulation a
lisoprotéréenol (De Windt et al.,, 2001). Une suregsion de AKAP79 atténue donc

I'hypertrophie des cardiomyocytes par une inhibitspécifique de la CaN.
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4 - La Calsarcine

La calsarcine est une protéine du muscle strié lddiamille est composée de trois membres :
calsarcine 1, 2 et 3 (Heineke et Ritter, 2012).Aadsarcine 1 est le seul membre de cette
famille qui est exprimée dans le cceur ou elle @sdlisée dans les disques Z des sarcomeres
pour interagir avec di-actinine, lay-filamin, la T-Cap/telethonin et ZASP/Cypher/Oracle
(Frey et al., 2000 ; Frey et al., 2004). La calserest aussi exprimée dans le noyau ou sa
fonction reste a déterminer (Paulsson et al., 2010)

Des étudefn vitro montrent que la surexpression de la calsarcimbibé I'activité de la CaN

et 'HC induite par la PE, I'Angll et 'ET-1 (Frangt al., 2007).

Les souris deélétées ddyoz le gene de la calsarcine 1, ont des cceurs nornraais
présentent une activité de NFAT augmentée, uneprésgion des genes foetaux et un
élargissement des disques Z (Frey et al., 20040r Baudier les effets de I'absence de
calsarcine 1 sur la réponse hypertrophique, lesistdyoz KO ont été croisées avec des
souris surexprimant la CaN dans le myocarde. L'iHypphie habituellement observée chez
les souris surexprimant la CaN, est fortement augéeechez les souris délétées de la
calsarcine. De plus, chez ces mémes souris, urgrmion de l'aorte induit une réponse
hypertrophique exagérée (Frey et al., 2004). On genc conclure que la perte de calsarcine
augmente I'hypertrophie mais la surexpression peatege Ces études montrent que la

calsarcine est un régulateur négatif de la void @ans le coeur (Leenders et al., 2011).

5 - PICOT (PKC-interacting cousin of thioredoxin)

La protéine PICOT est un inhibiteur de la PKC. PTCé&xerce un rétrocontrle négatif sur
I'HC car elle est exprimée par des stimuli hypgatrigues, pour diminuer 'HC. Récemment
PICOT a été identifiee comme un inhibiteur endogiméinteraction MLP/CaN (Jeong et al.,
2008). MLP est une LIM protéine fortement exprintkams le muscle strié, notamment dans
le coeurpu elle est localisée au niveau du sarcolemmeddesies Z, du cytoplasme et dans
le noyau (Gunkel et al., 2009). Les protéines LIbMhstituent une famille de molécules
régulatrices possédant dans leur séquence protéigae plusieurs motifs en doigts de zinc —
les domaines LIM — dont la fonction principale e& diriger les interactions protéine-
protéine. La protéine PICOT inhibe 'augmentati@nl’dctivité de la CaN, la translocation de

NFAT et l'activation de la transcription induite rpea PE. Son domaine C-terminal est
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suffisant pour cette inhibition (Jeong et al., 20Q& surexpression de PICOT dans le cceur
de souris transgénique inhibe I'HC et réduit I'aité de la CaN en la délocalisant des disques
Z. PICOT est donc aussi un inhibiteur de la CaMsdaon complexe avec MLP.

6 - L’Atrogine-1

L’atrogine-1 est une protéine F-box spécifiguemexrprimée dans les tissus musculaires
cardiaques et squelettiques, qui joue un réle itapprdans la régulation de I'atrophie
musculaire en augmentant I'activité du protéasoBwnies et al., 2001). Les protéines F-box
fonctionnent comme des adaptateurs qui s’assoai&@kpl, Cull et Rocl du complexe SCF
pour se lier et recruter les protéines a ubiquikinyl’atrogine 1 s’associe au complexe SCF
pour son activité ubiquitine ligase. Les perturtiasi dans le systéme ubiquitine/protéasome
sont soupconnées d'étre impliquées dans le déwtogmt de I'lC, car la maladie est associée
a des niveaux plus élevés d'ubiquitine intracallesa et une surégulation des enzymes
impliquées dans 'ubiquitination E1, E2, E3.

Au niveau des disques Z des cardiomyocytes, I'ated interagit directement avec la CaN
et I'a-actinine2. Elle diminue I'expression et I'actividé la CaN. Le complexe SCF contenant
I'atrogine-1 a une activité ligase ubiquitine E3retuit 'ubiquitination de la Cahh vitro. De
plus I'atrogine inhibe la translocation NFATc4,riexpression des genes foetaux et I'HC (Li
et al., 2004b). A I'inverse, une diminution de tagine augmente l'activité de la CaN et I'HC
(Li et al., 2004b).

La surexpression de l'atrogine 1 dans les cceursodés diminue I'activité de la CaN et
I'HC, apres sténose de l'aorte. De plissréexpression des génes foetaux est beaucoup plus
faible dans le coeur de souris transgéniques. Igatesl inhibe I'HCin vivo en diminuant
I'expression de la CaN et en diminuant son actiflitéet al., 2004b).

Chez 'hnomme, 'ARNm et I'expression d’atrogine lan$ des coeurs insuffisants est
augmentée par l'augmentation de Foxo3 (Galassol.et2@10). En effet, I'expression
d’atrogine-1 dans le muscle squelettique est régpl¥ Foxo3a, un facteur de transcription
qui régule négativement la taille des cardiomyocxytle rats. La forte expression de
'atrogine-1 doit augmenter l'ubiquitination desof#ines et leur dégradation dans I'HC
(Galasso et al., 2010). L’augmentation de I'expoessles protéines Foxo3 et de I'atrogine-1
est corrélée avec le développement de I'HC vengi@i gauche. L’atrogine-1 est donc une
protéine inhibitrice de la CaN chez la souris etzbhomme.
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7 - MCIP1 (Modulatory calcineurin-interacting proteins)

MCIP1 est aussi appelé calcipressin/ Dscrl/ Rcndth@mel et al., 2003)Cette petite
protéine se lie et inhibe la CaN. A l'origine MCIRYait le nom de myocytes enrichit en
protéines interagissant avec le CaN (« Myocyteebed Calcineurin Interacting Proteins »)
(Rothermel et al., 2000). Mais ce nom a été rendépfer celui de « protéines régulatrices de
la liaison de la CaN » (« modulatory calcineuriteracting proteins ») car son expression
n'est pas limitée aux muscles. Il existe 3 génemnots pour la protéine MCIP1 chez 'humain
et la souris MCIP1, 2, et3 qui peuvent avoir des transcrits différents. LaegRICIP1 est
situé sur le chromosome humain 21. Les gdh€tP1 et MCIP2 ainsi que leur protéines sont
fortement exprimés dans le cceur adulte des sourie® hommes maiBICIP3 n'est pas

présent dans le cceur de souris (Fuentes et alZ,;188nna et al., 2006).

Dans des cultures de cardiomyocytes de rats nonvess) les contraintes mécaniques ainsi
gue le traitement par des facteurs hormonaux (PEL,EAngll, TNFa et LIF) induisent
'expression de MCIP1 (Wang et al., 2002). De pluee stimulation a l'isoprotérénol
augmente 'ARNm, I'expression de la protéine etti@té du promoteur MCIP1 (Chen et al.,
2011). Le transcrit de l'isoforme MCIP1.4 est irtdp@r I'activation de la CaN ainsi que par
le stress oxydatif et la réponse a I'accumulatienpdotéine dénaturées dans le réticulum
endoplasmique (Yang et al., 2000 ; Crawford et 197 ; Leahy et al., 1999). La boucle
régulatrice CaN et MCIP1 est donc activée par diffées conditions conduisant a I'HC.

La spécificité de MCIP1 est que sa transcriptibpeaedégradation sont régulées par la CaN,
établissant une boucle de rétrocontrdle négatiuggérant MCIP1 comme un régulateur
endogene de la transduction du signal de la CaNCdM active la transcription de MCIP1 et

la stabilise. MCIP1 prévient I'excés de CaN actiué peut étre délétere pour la cellule.

L’inhibition de la calcineurine par MCIP1

Ainsi, les protéines MCIP1 sont de puissants inbibs de la CaNn vitro et in vivo

(Rothermel et al., 2000 ; Fuentes et al., 2000rj&sh et al., 2000). Les protéines MCIP1 se
lient directement a la sous-unité A de la CaN sander a la sous-unité B ou la CaM. De
plus, MCIP1 doit se lier préférentiellement a lanfie active de la CaN car elle ne rivalise pas

avec le domaine d’auto-inhibition. Les deux intehits FK506 et CsA perturbent I'interaction
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de MCIP1 avec la CaN suggérant que ces agents igsuppresseurs sont en compétition
avec les sites de liaison de la CaN de MCIP1.

La structure principale de MCIP1, conservée deVale aux mammiferes, est une région de
31 acides aminés qui inclue les acides phosphoasuibstrats de la CaN. C’est une région
similaire aux serine-proline (SP) répétées desépres NFAT. La déphosphorylation des
phosphosérines de NFAT induit sa translocation gtoptasme vers le noyau. Les
phosphosérines de la région SP répétée de MCIR4eaagiaussi comme substrat de la CaN et
peuvent étre phosphoryig vitro etin vivo (Vega et al., 2002). Apres phosphorylation de la
serine 112 de MCIP1, la serine 108 est phosphony#eGSK3 La phosphosérine 108 de
MCIP1 est un substrat de la CaN (Vega et al., 20B88angement la région fortement
conservée contenant la région répété de SP n'estaeissaire, ni suffisante pour la liaison et
linhibition de la CaN (Vega et al., 2002)a région SP doit influencer la stabilité de la
protéine mais les régions N- et C-terminales seqtiise pour l'inhibition forte (Rothermel et
al., 2003).

Le double réle de MCIP1

Les souris doublement transgéniques pour la Cald &irme humaine de MCIP1 dans le
myocarde ¢MHC-CnA et aMHC-hMCIP1) sont protégés de I'hypertrophie, démontrant
gu’'une fort expression de MCIP1 peut protéger leocayde d’'une forte activité de la CaN
(Rothermel et al., 2001). Le transgedHC-hMCIP1 peut aussi atténuer I'hypertrophie en
réponse a une surcharge de pression, a une siomutis récepteu-ARs et a I'exercice
(Rothermel et al., 2001). Ainsi, une augmentatien’expression cardiaque de MCIP1 a des

effets cardio-protecteurs contre divers stimuli-pypertrophiques.

Cependant I'étude de la souris knock-ddtipl a révélé un double rble de la protéine.
Initialement la souris invalidédicipl était attendue pour avoir une réponse exageré a
I'hypertrophie puisque MCIP1 est une protéine iithike de la CaN Alors que les souris
MCIP1 -/- présentent une réponse hypertrophiqueyénéa en réponse a la CaN activée,
I'hypertrophie induite par une constriction de & abdominale ou une injection
d’isoprotérénol est réduite par la perte de MCIPhypothése pouvant expliquer ce double

réle de MCIP1 réside dans l'intensité, la naturkadébrce des stimuli hypertrophiques.
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Des souris délétées pour les gend€IP1 et MCIP2 présentent une diminution de
'hypertrophie cardiaque induite par une surcharde pression, une stimulation
neuroendocrinienne ou I'exercice, similaire auxrsodéficientes de la CaN$A(Sanna et al.,
2006). Des fibroblastes d’embryons de ces soulétées des gen@dCIP1 et MCIP2
montrent une activité de NFAT réduite, suggérarg MCIP1 est requis pour un couplage
CaN-NFAT efficace. MCIP1 est donc a la fois un itgur et un activateur de I'activité de la

CaN dans différentes conditions (Vega et al., 2003)
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V - Problématique

Dans les paragraphes précédents, jai essayé dérendimportance des voies de
signalisation associées a CaN et Ras dans I'hypdie de type pathologique. Le but de ce
travail de thése s’inscrit dans le cadre générdhd#etermination des voies de signalisation
associées au remodelage cardiague. Mon travailhélgsetvisait a caractériser les effets
fonctionnels de Carabine dans I'hypertrophie duicanyocyte induite par une stimulation

al- etp- adrénergique/Epac.

1 - Position de I'étude

Lors d'un stress hémodynamique, le coeur développaécanisme compensateur d’'HC.
Ce mécanisme permet au cceur d’augmenter sa forcerdeaction et ainsi de fournir une
réponse adaptée au stress. Bien que I'hypertrogduidiaque représente initialement une
réponse adaptative dite physiologique, elle évdhéguemment vers une dilatation des
ventricules et une IC et devient alors pathologiqtil et Olson, 2008). Des études
éepidémiologiques ont mis en évidence que I'IC repnée un risque majeur de morbidité et de
mortalité dans les pays industrialisés (Levy et2002). Au niveau moléculaire et cellulaire,
'HC pathologique est caractérisée par une augrtienta disproportionnée des
cardiomyocytes ainsi que par la réexpression dminsrgénes foetaux tels que I'ANF. L'IC
est la principale cause d’hospitalisation pour pessonnes agées de plus de 60 ans et
'espérance de vie augmentant continuellement, duya un accroissement important du
nombre de personnes souffrant de cette patholdgén e€onséquence, un besoin accru de
développer de nouvelles cibles thérapeutiques @aborer de nouveaux traitements.

L’activation chronique de certains récepteurs césiplaux protéines G favorise
I'hypertrophie des cardiomyocytes via de nombrewséss de signalisation intracellulaire.
Ceci est bien illustré avec les récepteurs adrémezg. En réponse a une élévation des taux
circulants de catécholamines (noradrénaline etnafir®), les récepteurs-AR activent les
protéines G hétérotrimériques de type Gq et G12/618 PLC pour induire une croissance
anormale du cardiomyocyte (Barry et al., 2008). dR@ment, nous avons montré qu’en
réponse a une sur-activation des récept@ubR, la protéine sensible a 'AMPc Epac
provoque I'hypertrophie des cardiomyocytes indépemuient de la PKA (Métrich et al.,
2008). En aval dey-AR et B-AR, la phosphatase CaN a été établie comme un latedu

majeur de I'hypertrophie cardiaque (Heineke eteRi2012). La petite protéine G Ras ainsi
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gue la CaMKIl sont également impliqués dans legtgfhypertrophiques des récepteurs
adrénergiques (Lezoualc'h et al., 2008 ; Andersah €2011).

Ainsi, la découverte de la protéine Carabine dassckllules du systéme immunitaire a
attiré notre attention. En effet, cette protéine4dé acides aminés possede deux domaines :
un domaine Ras/Rab GAP (séquence 89-294) et uniderda liaison a la CaN dans sa partie
C-terminale (séquence 406-446) (Figure 20) (Paal.et2007). Dans les cellules T et B,
Carabine inhibe par le biais d’interaction moléaeld’'activité phosphatase de la CaN et la
signalisation associée a la petite protéine G,(Ras et al., 2007) . Les effets cardiaques de
Carabine n’ont, a ce jour, pas encore été étudiédacon intéressante, nous avons constaté
gu’en présence de stimuli pro-hypertrophiques (gttion prolongée deg;-AR ou B-AR),
I'expression de Carabine est augmentée dans desesuprimaires de cardiomyocytes de rat
nouveaux nés et adultes. Cette protéine portantdemaine Ras/Rab GAP et un site
d’interaction avec la CaN semble donc étre une épret clef dans la régulation de
I'hypertrophie des cardiomyocytes et un inhibitelgr choix des voies de signalisation pro-
hypertrophiques impliqguant Ras et la CaN. Notredtlypse de travail est que 'augmentation
de I'expression de Carabine induit par un stimiiygertrophique de type adrénergique agit

comme rétrocontréle négatif pour freiner le prounes$hypertrophie pathologique.

89 294 406 446
Domaine d’ .
N 4 ' interaction ala RO Carabine
Calcineurine

Figure 20 Représentation schématique des domaines €arabine.Le domaine RasGAP
se situe entre les acides aminés 89 et 294, einkmide d’interaction a la calcineurine se situe
du coté C-terminal entre les acides aminés 408&t 4
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2 - Objectifs

Ayant démontré I'existence de Carabine dans lei@argbcyte, nous avons caractérisé,
in vitro et in vivo, ses effets fonctionnels sur les marqueurs depéhyophie des
cardiomyocytes (taille, activité transcriptionnetle 'ANF, réorganisation des sarcomeres).
Notre approche est fondée sur la présence de demBRias/Rab GAP et de liaison a la CaN
au sein de Carabine. Nous avons donc analyséfls df la modulation de I'expression de
Carabine sur l'activité de CaN et ses effecteursre le facteur de transcription NFAT dans
des cultures primaires de cardiomyocytes de ratiwegau-nés en réponse a une stimulation
a1-AR ou B-AR/Epac. Dans ce méme systeme cellulaire, noussaggalement recherché les
interactions potentielles de Carabine avec la Rais et MAPK. Enfin, notre effort a porté sur
l'identification des mécanismes moléculaires pasqiels Carabine inhibe le facteur de

transcription pro-hypertrophique, MEF2.

Phénylephrine Isoprénaline

Récepteurs
_, B-adrénergiques

C a2+

@ Protéines Ca?*

dépendantes
o —
Calcineurine w

Réticulum sarcoplasmique

Activation des génes
hypertrophiques

Figure 21 Etude du role de Carabine dans I'hypertrphie cardiaque

En réponse a une stimulation adrénergique, leswagesignalisation de CaN, CaMKII et Ras
sont activées pour induire un programme pro-hypehique. Le but de notre étude est
d’analyser les interactions de Carabine avec cess\de signalisation et d’en analyser leurs
effets fonctionnels.
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MATERIEL ET METHODES
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| - MATERIEL

Matériel et méthodes

1- Substances chimiques et réactifs

L’agoniste

B1/B.-adrénergique,

isoprénaline

(1SO),

I'agoniste;-adrénergique,

phényléphrine (PE), et linhibiteur de la CaN, lgclosporine A (CsA) proviennent de
Sigma-Aldrich chimieLa [°H]-Leucine provient de Perkin-Elmer. Le 8-CPT (8effloro-

phenylthio)-2'O-methyladenosine-3',5'-cyclic monophosphate),

d’Epac, provient de Biolog Life Science Institute.

2- Anticorps

2-1 Anticorps primaires

univaeur spécifique

PROTEINE CIBLE DILUTION TYPES ET ESPECES FOURNISSEUR
CARABINE TTB;QSSQZAL'\LSIT 50 |GG POLYCLONALES DE LAPIN ABD SEROTEC
C-MYC 1/1000pANS |GG, MONOCLONALES DE SANTACRUZ

TTBS0,05%+ LAIT 5% SOURIS BIOTECHNOLOGIES
B-ACTININE - 1/5000DANS |GG; MONOCLONALES DE SANTACRUZ
HRP TTBS0,05%+ LAIT 5% SOURIS BIOTECHNOLOGIES
CAMKII 1/1000DpANS IGG POLYCLONALES DE LAPIN SANTA-CRUZ
TTBSO0,05%¢+ LAIT 5% (CLONEM-176) BIOTECHNOLOGIES
P-CAMKII 1/1000DANS SANTA-CRUZ
(THR286) | TTBS0,05%+ Lam 5% | CCPOLYCLONALESDELAPIN| g\ o) oGIES
|GG; MONOCLONALES DE
H-RAS DANS]'I-'/'I?é)gg 05% SOURIS MILLIPORE
’ (CLONERAS10)
1/1000 |GG POLYCLONALES DE SANTACRUZ
GAPDH-HRP DANS TTBS0,05% CHEVRE BIOTECHNOLOGIES
ACTINE 1/5000 |GG; MONOCLONALES DE SANTACRUZ
a DANS TTBS0,05% SOURIS BIOTECHNOLOGIES
HDAC4 1/500DpANS |GG; MONOCLONALES DE SANTACRUZ
TTBS0,05%+ LAIT 5% SOURIS BIOTECHNOLOGIES
PEISEE?ZO TTBéélgg)/ooiAgg A5% IGG POLYCLONALES DE LAPIN CELL SIGNALING
ERK1/2 ToT 1/1000pAns |GG POLYCLONALES DE LAPIN CELL SIGNALING

TTBS0,05%+ BSA5%
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2-2 Anticorps secondaires

Anticorps Dilution Fournisseur
Anti-lapin couplé a la peroxydase 1/5 000 Santacruz Biotechnologies
dans TTBS 0,05%
1/10 000

Anticorps anti-souris couplé a la peroxydas GE Healthcare

[¢)

dans TTBS 0,05%

3- Adénovirus

Les constructions adénovirales (Ad.) ont été éidss pour surexprimer les protéines
citées ci-dessous dans les cardiomyocytes de nateaox nés. Ces adénovirus ont été
invalidés pour les protéines d’enveloppe E1/E3 dfinhiber leur capacité de réplicatidma
proportion de virus administrés par rapport au n@rde cellules, ou MOI (multiplicity of

infection), est indiquée pour chaque constructidénavirale.

Ad. Carabine (MOI 10) : adénovirus Carabine humain sous le rédatdu promoteur fort du
cytomégalovirus (CMV). Il contient la séquence audade la GFP placée en position
bicistronique par rapport a celle de Carabine deusontrole de la séquence IRES (internal
ribosomal entry site), qui est reconnue par lessaimes et qui permet de traduire la protéine
GFP simultanément et indépendamment de la protéimgrét. Le niveau de fluorescence de
la GFP permet ainsi de vérifier I'efficacité denféction. La séquence plasmidique d’origine a

été généreusement donnée par le Dr. J.O.Liu (Usitéelle médecine, Baltimore).

Ad.GFP (MOI 50) : protéine fluorescente verte extraitel'dspeceAequoria Victoria Il a
été amplifié par I'hépital universitaire de Nantes(nce) sur la plateforme de production de
vecteurs viraux (Christophe Darmon). L’adénoviradant pour la GFP seule (Ad.GFP) sert

de controble.
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Adénovirus bicistronigue

IRES

Séquence codante pour - Séquence codante pour |a
Carabine wt humain GFP (-émoin dinfecion)

—

Promoteur CMV

Traduction de 'ARN messager

Protéine Carabine wt Protéine GFP

Ribosome
%1:\ -------- >

3TOP STOP

Figure 22 Adénovirus codant pour la forme sauvage a Carabine humain
(Ad.Carabine). L’adénovirus de type cytomégalovirus (CMV), contiéan séquence codante
pour la forme sauvage de Carabine placée sousommopeur CMV, ainsi que celle de la GFP
placée en aval d'une séquence IRES (Internal Ribat Entry Site). Cette séquence est
reconnue par les ribosomes et permet de traduir@réééine GFP simultanément et
indépendamment de la protéine Carabine.
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4- Plasmides

Le plasmideCarabine a été généreusement donné par le Dr. J.O Liu @dsité¢ de

médecine, Baltimore)

R141A AAVG

Les mutants CarabineCarabine et Carabine ont été générés par mutagenése
dirigé avec le kit : quikchange site-directed metagpis kit (Stratagene) (Figure 23). Le
mutant Carabif&***a été créé en changeant une arginine par une alaniposition 141,
dans le domaine Ras Gap. Le mutant CaraBlifea été créé en changeant les acides aminés
PPIEG par AAVGA, 416 a 420, situé sur le domaindiason a la CaN.
L’expression de Carabine dans les cardiomyocytesmidenéonataux a été réprimée a l'aide
de plasmide codant pour les ARN Si dirigé contre equence (5'-
GAGAUGAAAUGGGUAGAAATT-3) des ARNm de Carabine deaR La séquence
contrdle, Si contrdle (5-GUGGACCCUGUAGAUGGCGTT-38t le Si Carabine ont été
acheté chez Ambion.

89 RI41A 294 406 446
' Doma_ine d’

| interaction ala gk

Calcineurine

Carabine R141A N -

89 294 406  AAVG 446
. Dom ine d’
Carabine AAVG N+ interac onala A8
Calcir :urine

Figure 23 Représentation schématique des mutants dzarabine. Carabin&**** est muté
dans son domaine Ras/Rab GAP et Cardblifeest muté dans son domaine de liaiada
calcineurine.

Les plasmides rapporteurs contenant I'un le génla tleciférase placé sous le contrble de 4
sites de liaisons consensus NFANFAT-Luc) a été acheté chez Stratagene et l'autre placé
sous le controle de 3 sites de liaisons MBRAER2-Luc) a été construit et donnés par le DR.
K.C.Wollert (Université meédical de Hanovre, Allenmazgy

Le plasmideNFAT-RFP, (Red Fluorescent Protein), a été donné par leJDMolkentin
(Université de Cincinnati, USA)

L’activité transcriptionnelle de I'ANF dans les dammyocytes de rats néonataux a été
mesurée a I'aide d’'un plasmide contenant le genka digciférase placé sous le contrdle du
promoteur de I'ANF ANF-Luc). Ce plasmide a été fourni par le Dr K. Knowltdmiversité

de Californie, USA).
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Le plasmideCaMKIl et le plasmideHDAC4-GFP ont été construits par le Dr.J.Backs
(Université d’Heidelberg, Allemagne), et le plasmigpac par le Dr. J.L Bos (Université
d’Utrecht, Pays Bas)

Toutes les constructions plasmidiques ont étéieésfpar séquencage d’ADN.

Il - INDUCTION DE L’HYPERTROPHIE CARDIAQUE PAR CONSTRICTION DE

L’ AORTE ASCENDANTE (TAC) ET INJECTION DES ADENOVIRUS IN VIVO

La constriction aortique de l'aorte a été réaliséedes rats male wistar de 200gr, qui ont été
anesthésiés par injection intrapéritonéale de xywaz5.5 mg/Kg) et de kétamine (85
mg/Kg). L’aorte ascendante a été partiellementusechvec un fil de sutu(€igure 24).Les
animaux contrdles (Sham) ont subit la méme pro@dpératoire sans pose de fil de suture.
Puis, 300uL de solution de sérum physiologique emanit les particules virales (3X1)0ont

été injectées en deux injections le long de I'art@sronaire antérieure gauche rentrant dans
la paroi ventriculaire gauche. Sept jours plus,tkesl animaux sont euthanasiés et les cellules
isolées. Des cellules exprimant les adénovirus @&Fon ont été obtenues sur la zone
d’injection. Apres sept jours de constriction aqu thoracique, le poids du cceur a augmenté

d’environ 28 % chez les animaux TAC versus consdle

Sténose
(7 jours)

Figure 24. Modele d’hypertrophie cardiaque
induite chez le rat. L’hypertrophie est induite par
constriction de l'aorte transverse (TAC), comme
indiqué ci-dessus, pendant 7 jours. Des caeurs ayant
subit la méme opération sans pose du fil de suture
(Sham) sont utilisés comme contréles.
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[l - CULTURE PRIMAIRES DE CARDIOMYOCYTES

1- Cultures primaires des cardiomyocytes ventriculaires de rats adultes

1-1Isolement et culture cellulaire

Les cardiomyocytes ventriculaires de rats adule2@0-250g (CVRAS), ont été isolés a
partir de cceurs de rats Wistar males adultes. &issant été anesthésiés par une injection
intra péritonéale de pentobarbital (100 mg/kg).&spla disparition de toute activité réflexe,
la cage thoracique des animaux a été ouverte atodar rapidement prélevé. Aprés
élimination des morceaux de poumons et de thyneusgdur a été perfusé pendant 4 min par
une solution de lavage (117 mM NacCl, 5.7 mM KCl4 /M NaHCQ, 1.5 mM KHPO,,

1.7 mM MgC}, (6H.0), 21 mM Hépes, 11.7 mM glucose, 10 mM créatifemd taurine,

pH 7,1). Le tissu cardiaque a ensuite été digénélanet 50 minutes par perfusion rétrograde
de collagénase A (0.255 U/ml, Boehringer-Mannheaioilbilisée dans la solution de lavage,
de 'EGTA a 310 uM et du Cagh environ 300uM. A la fin de la digestion les begies ont

ete éliminées, et les ventricules émincés puisédilt Les myocytes ventriculaires ainsi
récupérés ont été progressivement remis en suspetisins une solution de lavage contenant
1 mM de C4&".

Les CVRASs ont ensuite été mis en culture dans dé&edde pétri de 60 mm de diamétre
(Nunc) pour les expériences de biologie moléculéb@) 000-300 000 cellules par boite).
Pour une meilleure adhésion des cellules, les daigeculture ont été prétraitées par de la
laminine & 1 %. Les cardiomyocytes ont d’abordigtébés dans du milieu Eagle’s Minimal
Essential Medium (MEM-Eagle, Gibco GRL) supplémepaé 5 % de sérum de veau foetal
(SVF), du tampon Hépés a 20 mM (pH 7,6 a 37 °C)dex antibiotiques (pénicilline,
streptomycine a 1%). 1h apres la mise en cultusecdbules, le milieu a été remplacé par un
milieu identique ne contenant pas de sérum.

Les cultures cellulaires ont été maintenues a 3G une atmosphere humidifiée contenant
5 % de CQ.
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1-2 Stimulation cellulaire

Le lendemain de l'isolation des cellules, les mikedes cardiomyocytes étaient remplacés
par du milieu en présence des différents réactitg pes stimulations chroniques (48h). Les
cultures cellulaires ont été maintenues a 37°C darsatmospheéere humidifiee contenant 5 %
de CQ.

2- Cultures primaires des cardiomyocytes ventriculaires de rats nouveaux nes

2-2 Isolement cellulaire

Les cardiomyocytes ventriculaires de rats nouveads< (CVRNS) ont été isolés a partir de
cceurs de rats Wistar agés de un jour. Apres praléne des cceurs et élimination des
oreillettes, les tissus ventriculaires ont été digépar une solution enzymatique contenant de
la collagénase A (Boehringer, env. 0,255 U/mg) etla pancréatine (0,5 mg/ml, Sigma
Aldrich) diluées dans un tampon ADS (1.16 M Na@Q2nM Hépes, 10 mM NaiRQ,,
55.5 mM glucose, 3.4 mM KCI, 8.3 mM Mge(H 7.35). Afin d’optimiser I'extraction, les
tissus ont été finement découpés puis ont été axalec la solution enzymatique pendant
20 min a 37°C. La suspension cellulaire a ensuéecéntrifugée 6 min a 1500 rpm. Apres
élimination du surnageant, les culots ont été resnissuspension dans du sérum de veau
nouveau-né. L'ensemble de ces opérations a étéuvelo4-5 fois. Les cardiomyocytes
contenus dans les différentes fractions ainsi alggnont été isolés a I'aide d’un gradient de
Percoll (Sigma Aldrich) aprés 30 min de centrifugiata 3000 rpm. Les cardiomyocytes ont
ensuite été mis en culture dans des boites ded@EBD mm de diamétre pour les Western
blot (1,5 a 2 millions de cellules par boite), beftes 24 puits pour les tests luciférases (300 000
cellules par puits), ou des Labtech pour 'immuuaofescence (300 000 cellules par puits),
préalablement tapissées par de la gélatine (Sigimade a 0,1% dans du PBS. Les cellules
ont été maintenues dans du milieu Dubelcco’s MedifEagle Medium (DMEM, Gibco
GRL) et du milieu 199 supplémentés par 10 % denséta cheval, 5 % de sérum de veau
nouveau né, 1 % de glutamine et des antibiotiqpésic¢illine, streptomycine a 1%). Les
cultures cellulaires sont maintenues a 37°C darsatmosphere humidifiée contenant 5% de

CO,. Le lendemain, les cellules ont été cultivées damséme milieu en I'absence de sérum.
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2-3 Transfection transitoire et stimulation cellulare

Une transfection optimum est obtenue lorsque Idisles sont a 50-70% de confluence.
Ainsi, 12h apres l'isolement, les cardiomyocytes @@ transfectés avec 4ug (boites de 6cm
de diameétre) ou 1 pg (boites 24 puits et Labteehpldsmide. Les transfections ont été
réalisées a l'aide d’'un polymeére cationique, ladfgztamine 2000 (Invitrogen). Ce polymére
est caractérisé par une téte polaire chargée yasi¢int et d’'une queue hydrophobe. Une fois
en solution, ces polymeéeres forment des liposome# o surface formée par les tétes
polaires et chargée positivement s’'associe a I'Apllsmidique. Les complexes ADN-
liposomes sont internalisées par les cellules.idification des vésicules d’endosomes libére

I’ADN plasmidique dans le cytosol.

Les plasmides et la Lipofectamine (2 pl de Lipadetne pour 1 ug d’ADN) ont été dilués
séparément dans du milieu Optimem (Gibco GRL). Afémin, le milieu contenant la
Lipofectamine a été ajouté a celui contenant lasmldes, puis a été incubé a température
ambiante pendant 20 min. Les cardiomyocytes ontiengté incubés pendant 4h a 37°C
avec le milieu de transfection ainsi obtenu. Caéemih ensuite été remplacé par du milieu de
culture sans serum et les cellules ont été incupéegant 48h pour permettre une expression
optimale des protéines. Le lendemain, les cellalgsété incubées a 37°C en présence des
différentes substances chimiques stimulantes péntartemps désiré dans du milieu

dépourvu de sérum.
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IV - METHODES DE BIOLOGIE MOLECULAIRE ET DE BIOCHIMIE

1- Lyse cellulaire

Les cellules ont été lysées mécaniquement danglL86 tampon (20mMtris-HCI pH 7.4,
150mM NacCl, 0.5% Nonidet P40, 0.5mM EDTA, 1 mM pyiéméthylsulphonyl fluoride
(PMSF), 10 pg/ml leupeptine, 10 pg/ml aprotinineliples westerns blot Carabine. Pour les
westerns blot ERK, les cellules ont été lysées m§goament dans 100 pL de tampon de lyse
(50mM Hépeés, 0.5% Nonidet P40, 250mM NaCl, 10% glgt; 2mM EDTA, un cocktail
d’inhibiteur de protéase et phosphatase (Phosphasta@omplete mini-EDTA, Rocley).
Pour les pull down, les cellules ont été lyséesamiggiement dans 250 ul de tampon (10
mM Tris-HCL pH 8.0, 60mM N-octyl glucoside, 150 mN&aCI, 10 mM NaF, 5 mM EDTA,
un cocktail d’'inhibiteur de protéase et phospha{@esphostop et complete mini-EDTA,
Roch&®). Afin d’optimiser la lyse cellulaire, les échdlans ont été incubés 10 min a 4°C.
Enfin, les lysats cellulaires ont été centrifugé45a000 g pendant 20 min a 4°C et les
surnageants ont été conservés a -80°C.

2- Dosage protéique

La concentration en protéine des surnageants a détérminée par la technique
colorimétrique utilisant de I'acide bicinchoniniq@e98% et du sulfate de cuivre Il a 2%
(Sigma Aldrich). Les ions cuivriques Ewsont réduits en ions cuivreux Cpar les protéines

et forment avec I'acide bicinchoninique un complerarpre dont I'absorbance a 560 nm est
proportionnelle & la quantité de protéine. Leurcemmration est déterminée par rapport a une

gamme de BSA (sérum albumine bovine).

3- Précipitation par affinité de Ras-GTP

Cette technique permet de mettre en évidence Jaan de la petite protéine Ras. La
technique repose sur la capacité de la forme adévRas (Ras-GTP) a lier le domaine RBD
de son effecteur Rafl (Raf1l(RBD)). La méthode wiasa précipiter Ras-GTP a l'aide de
billes de sépharose/glutathion sur lesquelles gaitées des protéines de fusion contenant le
domaine Raf1(RBD) et la gluthation S transférassT}3Figure 25).
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3-1 Préparation des protéines de fusion Rafl1(RBD}ST
Des bactéries HB101 transformeées par le plasmideX2® (Amersham Pharmacia Biotech)
Rafl(RBD)-GST, ont été cultivées a 37°C dans duemilL Broth (10g/L tryptone, 5g/L
Yeast extract, 5g/L NaCl) en présence de 100ug/amhpicilline jusqu’a ce que la densité
optique de la culture bactérienne a 600 nm atteiugneevaleur de 0,6. La synthese protéique
a été induite pendant 4h par ajout d'iso-propythalactopyrannoside (IPTG, 1mM). Aprés
centrifugation a 3500 g pendant 15 min a 4°C, letcbactérien a été lysé par sonication
dans un tampon de lyse (20 % sucrose, 10 % glydohM tris pH 7.5, 2 mM MgGl0.2 M
NaS,0s, 2mM dithiothreitol (DTT), 1mM PMSF, 10 pg/ml apirtne et leupeptine). Apres
centrifugation a 15000 g pendant 20 min a 4°C l@mageants contenant la protéine de
fusion ont été congelés a -80°C. La pureté dedpgration a été évaluée par électrophorese

dénaturante en gel de polyacrylamide apreés cotoralii gel au bleu de Coomassie.

3-2 Couplage de la protéine de fusion a des billds glutathion
Les lysats bactériens contenant les protéines RBJ-GST ont été incubés pendant 1h a
4°C avec des billes de sépharose couplées auhitutateduit. L’'enzyme GST reconnait le
glutathion avec un haut degré d’affinité, permdttinsi la fixation de la protéine de fusion
aux billes de sépharose. Apres centrifugation D5PPendant 1 min, les culots sont lavés
dans un tampon contenant (10 mM Tris-HCL pH 8.0nBDN-octyl glucoside, 150 mM
NaCl, 10 mM NaF, 5 mM EDTA, 1 mM sodium ortovanagddt mM phénylméthylsulphonyl
fluoride(PMSF), 10 pg/ml leupeptine, 10 pg/ml aprioie)

3-3 Précipitation par affinité de Ras-GTP

30 pl de billes/Raf1(RBD)-GST ont ensuite été iresuih a 4°C avec 250 pg de protéines
obtenues apres traitement et lyse des cardiomymcypres lavage et centrifugation, le

complexe Ras-GTP/Raf1(RBD)-GST/billes ont été mepidns 35 ul de tampon de charge
puis ont été dissociés par 10 min de chauffage ®COParallélement, 20 pg de lysats
cellulaires bruts nayant pas subi de précipitaan affinité (lysats totaux) ont été dilués 2

fois dans du tampon de charge. Ceux-ci contienlesnpetites protéines G sous leur forme
active (liee au GTP) et inactive (liee au GDP). lsrmettent de comparer le niveau

d’activation de Ras de chaque puits en s’assunamieur niveau d’expression est identique
dans chaque échantillon cellulaire. Les protéirmg ensuite révélées par la technique de
Western blot.
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Figure 25 Schéma représentant la technique de préxaiation par affinité des petites
protéines G, exemple de RaLette technique permet de mettre en évidencevamin des
petites protéines G. Dans le cas de Ras, la tesbmEpose sur la capacité de la forme active
de Ras (Ras-GTP) a lier le domaine RBD de sonteffiedkafl RBD (Raf1(RBD)). Le lysat
cellulaire est incubé avec des billes de séphayhgathion sur lesquelles sont greffées des
protéines contenant le domaine Raf1(RBD) fusionfeé gluthation S transférase (GST). Les
billes, sur lesquelles est fixé Ras-GTP, sont eéaguiecipitées par centrifugation. Ras-GTP
est ensuite révélé par Western Blot. Un second inublot est réalisé a partir du lysat
cellulaire non précipité (incluant les formes ag$i\et inactives de Ras).
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4- Translocation HDAC

La séparation de la fraction cytosolique et nucgpermet de quantifier la translocation de
HDAC. Les cellules ont été prélevedmns du PBS froid. Aprés une centrifugation de 590
pendant 2 minutes, les cellules sont lysées sglalze, dans un tampon hypotonique (Hépés
20mM, pH 7,5; NaCl 10mM, et un cocktail d’inhihits de protéases et phosphatases de
chez Roch®), additionné de 10% de Nonidet P40. Aprés unerifegation (2500 rpm, 2
min a 4°C), le supernageant, contenant la fractighosolique, est récupéré. Le culot est
resuspendu dans un tampon hypertonique (Hépeées, 2QurM.5 ; NaCl 400mM, et un
cocktail d’inhibiteurs de protéases et phosphatdseshez Rocl®) et laissé 15min sur la
glace. Aprés une derniere centrifugation (10 00Qrf® min a 4°C), le supernageant,
contenant la fraction nucléique, est récupéré. bacentration des protéines des deux
fractions est déterminée par le kit iINtRON Biotealogy assay Reagent kit. 15 pg des
protéines totales sont chauffées a 95°C pendantidQsont mis dans du tampon de charge

de Laemmli et fait migré sur gel SDS-PAGE, commeritiéi-dessous.

5- Western blot

Cette technique permet de mettre en évidence umtéipe spécifigue au sein d'un lysat
cellulaire. Elle inclut une étape d'électrophorémemettant de séparer les protéines selon
leur poids moléculaire, une étape de transfert déinrendre les protéines accessible a la
détection par des anticorps spécifiques, et emfenatape de révélation.

Les protéines ont d’abord été séparées selon leids pmoléculaire par électrophorése
dénaturante en gel de polyacrylamide. Les échansillont été dilués au demi dans du
tampon de charge de Laemmli (125 mM Tris, 10 % é&lgl; 0,001 % bleu de bromophénol,
2 % SDS, 5 %3-mercaptoéthanol, un agent réducteur des pontdfudisugui facilite la
dénaturation), puis ont été incubés 5 min a 10Q¥S. protéines ont ainsi été dénaturées et
chargées négativement par le sodium dodécyl syl&idsS). Dans le cas des pull down Ras
ou du western blot phospho-ERK, les échantillonst sthauffés 5min a 95°C. Pour les

westerns blot Carabine, ils ne sont pas chauffés.
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5-1 Electrophorese dénaturante en gel de polyacryf@ide (SDS-PAGE : sodium
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)
Les échantillons ont ensuite été déposés dans lutiéectrophorése contenant un premier
gel de tassement a 5 % d'acrylamide (5% polyacrglan{acrylamide/bis acrylamide
30/0,8), 0.125 mM Tris pH 6.8, 0.1 % SDS, 0.1 % amimm persulfate, 0.001 % Temed),
et un second gel de séparation & 10% (pour le mebtet Carabine) ou 15 % (pour le pull
down Ras) d’acrylamide (10% -15% polyacrylamide5 M Tris-HCI pH 8.8, 0.1% SDS,
0.05% persulfate d’'ammonium et 0.001% de Temedgndemble a été immergé dans un
tampon de migration (25 mM Tris, 200 mM Glycinel O SDS). Les échantillons ont été
concentrés dans le premier gel de concentratios Baction d’un champ électrique de 80
volts pendant 30 min, puis ont été séparés darsedend gel sous I'action d’'un champ
électriqgue de 110 V pendant 1h30.

5-2 Transfert des protéines sur membrane.

En fin d’électrophorése, les protéines ont étésténées du gel de polyacrylamide vers une
membrane de PVDF (polyvinylidéne difluoride, Hybe®Rd Amersham Pharmacia
Biotechnologies) pendant 2H a 4°C sous l'actionndalnamp électrique de 120 volts. La
membrane a été préalablement activée par du métangquilibrée par du tampon de
transfert (40mM Glycine, 25mM Tris, 20% Méthanaette étape permet de charger la
membrane positivement afin gu’elle retienne lestgnes (chargées négativement). Le gel
d’électrophorese et les membranes PVDF ont ét&pldans une cassette de transfert comme

indiqué sur le schéma ci—dessous (Figure 26)

Whatman
Anode (-)

Membrane

— Papier Whatman

Scotchbrite

Cathode (+)

Figure 26 Schéma de montage de la cassette de tramspour le Western Blot.
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5-3 Immunomarquage
Les sites de liaisons non spécifigues des anticomsété saturés par incubation des
membranes pendant 1h dans du tampon 0,5% TTBS [25Ins, 140 mM NaCl, 3 mM
KCL, 0.5 % de Tween-20) contenant 5% de lait. inesnbranes ont ensuite été incubées 1h
a température ambiante avec I'anticorps primairgélispécifiquement contre la protéine
d’intérét puis 1h avec un anticorps secondaire léoédpune enzyme, la Horse Radish
Peroxydase (HRP). Entre chaque étape, les membomedé lavées avec du 0,5% TTBS

pendant 15 min, puis 3 fois pendant 5 min.

5-4 Révélation
Les protéines dintérét ont été mises en évidenadceg aux anticorps par
chimioluminescence. La réaction est accompagnéeedamission de lumiere a 528nm. Les
membranes ont été incubées pendant 5 min aveb#traude la peroxydase (kit SuperSignal
West Dura ou Femto extended duration substratesnid&cientific). Le substrat est oxydé
par I'enzyme et émet un signal lumineux qui esiblespar caméra CCD (ChemiDoc XRS+,
Bio-rad). Apres révélation, le signal a été quamtgar densitométrie a I'aide du logiciel

Quantity One (Biorad). Ce signal est (semi-)prapartel a la quantité de protéine.
6- Incorporation de [*H]-leucine

La synthese protéique, qui est un marqueur de I'el€té évaluée en incubant les CVRN
(cardiomyocyte ventriculaire de rats nouveaux re&é@c de la leucine marquée au tritium
([®H]-Leucine). La synthése protéique est ainsi déieémen mesurant la quantité del]f
Leucine incorporée dans les protéines néosyntledtidées CVRNs ont été incubés pendant
24h dans le milieu de culture contenant de dd]-Leucine (1 pCi/ml) en présence
d’adénovirus Carabine ou GFP et/ou sous stimul®ier{10uM) dans du milieu sans sérum.
Les cellules ont ensuite été lavées avec du PE8 &fin d’éliminer la fH]-Leucine libre,
puis ont été incubées pendant 1 heure a 4°C avdtadade trichloroacétique 5% pour
précipiter les protéines. Les précipités ont ét@dadeux fois a I'eau froide, puis ont été
resuspendus dans 0.1N NaOH, 0.1% triton pendarAfdies grattage, les lysats obtenus ont
été mélangés avec 4 ml de liquide scintillant (PeBtmer). La radioactivité a été analysée a

I'aide d’un compteur a scintillation (Beckman, Fcah
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7- Tests d’activité enzymatique

7-1 Activité Calcineurine
L’activite phosphatase de la CaN dans les lysaislaiees a été mesurée a l'aide du kit
CalcineurinCellular Activity Assay de Calbiochem (Ref. 20700Zgs cellules ont été lysées
dans un tampon contenant 50 mM Tris, 1 mM DTT, ABEDTA, 100 uM EGTA, 0.2% NP-
40, pH 7,5. Les lysats ont ensuite été ultracemé$ a 100 000 g pendant 45 min a 4°C. Les
surnageants ont été récupérés et filtrés a tralerolonnes contenant une résine P6 DG de
dessalage afin d’éliminer les phosphates et lekotites libres. L'activité phosphatase de la
CaN a été déterminée en mesurant les phosphatesslipar la déphosphorylation du substrat
spécifique de la CaN, le RIl-phosphopeptide (Asp-Bap-Val-Pro-lle-Pro-Gly-Arg-Phe-Asp-
Arg-Arg-Val-pSer-Val-Ala-Ala-Glu). Les extraits (10g de protéines) ont été incubés pendant
2 min dans 50 pl de tampon (100 mM NacCl, 50 mM,BisnM MgCI2, 0,5 mM CacCl2, 0,5
mM DTT, 0.025% NP-40, pH 7.5) contenant 750 uM Btibsphopeptide, 0,5 uM acide
okadaique (inhibiteur PP1 et PP2A), et 250 uM cdimioe ou 10 mM EGTA. Dans le
contréle (blanc), il N’y a pas de RIl phosphopeptila quantité de phosphates libérés a été
guantifiée par colorimétrie, en mesurant l'intedsilu signal obtenu a 620nm a l'aide d’'un
lecteur de plague (Benchmark plus, Bio-Rad). LepmmEGTA représente l'activité totale
phosphatase moins celle de la CaN (donc I'actieii#e moins PP-1, PP-2A et PP-2B). L’acide
okadaique (OA) inhibe I'activité phosphatase delP&-PP-2A sans inhiber celle de la CaN
(donc lactivité totale moins PP-1 et PP-2A). Liaité réelle de la CaN dans les extraits
cellulaires correspond a 'acide okadaique moiasitle okadaique plus 'TEGTA (CaN = OA-
(OA+EGTA)).
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Tampon +| Tampon + Tampon + RIl|  Extrait
H20 OA _
CaM EGTA phosphopeptide cellulaire
Blanc 20 pl 25 pl O ul O ul O ul 5 ul
OA 5 ul 25 pl O ul 5 ul 10 pl 5 ul
OA+EGTA 5ul O ul 25 ul 5ul 10 pl 5ul
Controéle 5 uld'enzyme
10 pl 25 pl O pl O pl 10 pl
positif H H H H H CaN

Tableau 4 Test d'activité de la calcineurine.

Tableau représentant les différents milieux de tig@acpermettant de mesurer l'activité
calcineurine dans les extraits cellulaires. L'atéide cette phosphatase est mesuréatro
en déterminant la quantité de phosphates libérédapdéphosphorylation du substrat RII-
phosphopeptide par la calcineuriea présence (activité totale) ou en l'absence (i&&ti
EGTA) de C4&" et de calmoduline. L’activité de la CaN = OA-(OAGEA)

7-2 Activité CaMKII
L’activité de la CaMKII a été évaluée en mesuréuitbphosphorylation de la thréonine 286
de la CaMKIl par Western blot, apres immunopréeaimin de la CaMKIl. Les lysats
cellulaires ont été prélavés avec @0de billes d’agarose nues afin d’éliminer les pnogs
pouvant se lier de maniére non spécifique auxsifagarose. Aprés élimination des billes
par une centrifugation de 2 min a 5000g, les lysatsété incubés pendant 1h30 a 4°C avec
'anticorps anti-CaMKII (2 pg/pl). Un controle aéétéalisé en incubant les anticorps avec du
tampon de lyse afin de déterminer les bandes nénifgpues correspondant aux IgG. Les
complexes protéiques formés par la CaMKII et lescarps ont été récupérés en incubant les
lysats pendant 2h a 4°C avec des billes d'agaraseplées a des protéines G qui
reconnaissent la partie Fc des anticorps anti-CdMKE complexe protéine — anticorps —
bille a été récupéré par centrifugation, et a & I3 fois avec le tampon de lyse. Les billes
ont ensuite été reprises danslde tampon Laemmli, puis ont été chauffées 5nmBBaC. Le
surnageant a été récupére et l'activité de la CdMKdté déterminée en réalisant un Western
blot anti-phospho-CaMKII (Thr 286) selon le proteeaécrit précédemment. Un second
immunoblot anti-CaMKIl a été réalisé afin d’évaldarquantité de CaMKII totale dans les

échantillons.
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7-3 Activité Luciférase
L'activité transcriptionnelle de I'ANF dans les damyocytes néonataux, qui est un
marqueur d’'HC, et les activités transcriptionneléieNFAT, cible de la calcineurine et MEF-
2, cible de la CaMKII ont été déterminées a l'atlegene rapporteur de la luciférase (Cf.
chapitre du matériel, paragraphe plasmides). Ldélase est une enzyme bioluminescente,
qui en s’oxydant émet des photons. L'activité deut@férase a été déterminée a l'aide du kit
Promega (Luciferase assay system). Les cellulealgiément transfectées avec le géne
rapporteur de la luciférase, ont été lysées avetampon contenant 20mitis-HCI pH 7.4,
150mM NaCl, 0.5% Nonidet P40, 0.5mM EDTA, 1 mM pyéméthylsulphonyl fluoride
(PMSF), 10 pg/ml leupeptine, 10 pg/ml aprotinirtejes inhibiteurs de protéases. La fraction
insoluble de chaque extrait a été éliminée parrifegation a 12 000g pendant 2 min. 25 pl
de surnageant ont été prélevés, puis ont été iscpbsdant 10 sec avec le substrat de la
luciférase, la luciférine, en présence d’ATP, de’Mgt d’Oy. La quantité de photons libérés
suite a I'oxydation de la luciférine par la luceége présente dans les extraits cellulaires, a été
analysée par luminométrie sur un TECAN infinite &®0avec un délai d’acquisition du

signal de deux secondes et un temps d’acquisiticsighal de dix secondes.

V - METHODES DE MICROSCOPIE

1- Immunomarquage

Les cellules ont été fixées par 4 % de parafornmgidé (PFA), qui stabilise les
membranes, pendant 5 min a température ambiante gnii été rincées dans du PBS
(Phosphate-buffered saline) (Gibco).

L’organisation des structures sarcomériques a iigaNsée aprés marquage de- I’
actinine des disques Z. Les cellules ont été pdriliges par du Triton-X100 a 0,1 %
pendant 5 minutes, suivi de deux ringage au PBS.sites de liaisons non spécifiques des
anticorps ont été bloqués pendant 1h a températat@ante par du PBS contenant 3 % de
BSA. Les cellules ont ensuite été incubées avetitarps antie-actine (monoclonal, clone
EA-53, 1:300, Sigma Aldrich), ou I'anti-myc (morogal, 1:200 Santa Cruz) pendant
lheure a température ambiante. Apres lavage au [BBS$ellules ont été incubées avec un
anticorps secondaire couplé a I'Alexa Fluor®488 Alexa Fluor®633 (1 :200) pendant 1 heure.
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Apres traitement les cellules ont été rincées puistées sur lamelles avec le milieu de
montage VECTASHIELD® (Vector Laboratories). L'orgsation des structures

sarcomériques a été visualisée aprés marquage-detihine des disques Z.

Les expériences de translocation ont été réalpp@@sNFAT dans des cardiomyocytes
et pour HDAC dans des cellules de lignées COS-7-10N Origin and carrying SV-40),
dérivent de cellules de reins de singe africaimé&®4 heures de culture, les cellules ont été
préalablement transfectées avec les plasmides NltAHDAC4-GFP et avec le plasmide
contrble ou cMyc-Carabine. Deux jours aprés leamdfection elles ont été stimulées a la PE
(10uM). Le protocole d’'immunomarquage est le méme celui décrit précédemment. La
présence de la localisation de ces plasmides ssteni évidence par leurs tags (HA ou myc).

L’anticorps secondaire utilisé est couplé a I'AléXaor®633.

2- Acquisition d'images

Les cellules ont été observées a lI'aide d’'un mmwpe confocal (Carl Zeiss LSM 510)
apres excitation de la GFP a 488 nm, et de I'Aldxar a 543 nm. Les images obtenues ont
été analysées avec le logiciel LSM browser. Poaguak condition, la taille des CVRNs a été
analysée sur environ 300 cellules issues de 5-6rexres différentes et a été déterminé par

planimétrie sur le logiciel LSM Image Browser dasse

VI - ANALYSES STATISTIQUES

Les données ont été comparées deux a deux a Baidetest t de Student bilatéral,
variance inégale a deux exemples. Pour les testerases, les données ont été comparées a
'aide d'un test anova, oneway, avec l'intervalle Bonferroni. Les étoiles représentent les
différences significatives avec p<0,05 (*), p<0.01) ou p<0.001 (***) d’'une condition
stimulée avec sa condition correspondante non Eamicorrespond a la comparaison avec

le contrbéle non stimulé.
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La protéine Carabine inhibe les voies pro hypertrop hiques de la
CaN, Ras et la CaMKIl dans des cardiomyocytes dera ts

| - position du probleme

Les voies des récepteurset f-ARs régulent la contraction cardiaque, mais umauation a
long terme de ces récepteurs est délétere et doaduie HC, une dysfonction ventriculaire
gauche, pouvant aboutir a I'lC, un risque majeurnt@bidité et mortalité dans les pays
industrialisés. En effet, l'activation des récepsgitARs module la concentration de 'AMPc
qui régule des protéines pro-hypertrophiques conani®KA ou Epac. Le GEF Epac conduit
notamment a l'activation des protéines Ras, CaM¥KICaN (Métrich et al., 2008 ; Métrich et
al., 2010). Ras activée induit I'H@ vitro etin vivo (Thorburn et al., 1993 ; Zheng et al.,
2004) Les protéines dépendantes du calcium : la €aM CaMKIl sont aussi fortement
impliquées dans ces processus de remodelage azedi@gnsi les souris transgéniques
exprimant la forme constitutivement active de 1dNGau celles surexprimant la CaMI&H
développent une hypertrophie cardiagiMolkentin et al., 1998 ; Zhang et al., 2003).
Classiquement la phosphatase CaN déphosphorylecteur de transcription NFAT tandis
gue la CaMKII active le facteur de transcription NI tous deux capable d’activer les génes
pro-hypertrophiques. Comme nous l'avons vu précédemt dans lintroduction, il existe
plusieurs protéines régulatrices de ces voies gieaksation. Nous avons donc cherché a

mieux comprendre les effets de Carabine sur ce&s\d® signalisation.

A ce jour, la protéine Carabine, découverte récentrdans le systeme immunitaire a été peu
étudiée et aucune recherche n’a encore été rékliseles cellules cardiaques. Pourtant, cette
protéine posséde des interactions avec des pretdimeéréts dans I'HC puisqu’elle présente
un domaine d’interaction avec la CaN et un domaRes GAP, suggérant des effets
inhibiteurs sur le remodelage et les voies de $igateons cardiaques. Le but de cette étude
est donc d’étudier les effets fonctionnels de Gambur les marqueurs de I'hypertrophie des
cardiomyocytes et sa modulation des voies de sgai@ins induit par des stimulationset -
ARs.
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Dans un premier temps, nous avons déterminé paemeblot la présence de la protéine
Carabine dans les cardiomyocytes de rats. Nous samsnes ensuite intéressés aux effets
fonctionnels de cette protéine sur I'hypertrophielee remodelage cardiaque (taille des
cardiomyocytes, réorganisation des sarcomerespréssion des genes foetaux), en injectant
de lI'adénovirus Carabine dans des cceurs de ratssgt® et en surexprimant cette protéine
dans de cardiomyocytes de rats nouveaux nés emreuRuis, nous avons caractérisé les
voies de signalisation associées a Carabine dBi@s Nous avons donc étudié son activité
sur la CaN, ainsi que son action en aval sur leeteade transcription NFAT eévaluant sa
translocation et son activité transcriptionnelleissstimulation des récepteursARs. Puis
nous avons analysé son interaction avec la profasepar immunoprecipitation (IP), ainsi
gue son action sur I'activité de Ras par pull doRar western blot, nous avons approfondi
ses effets sur un des effecteurs de Ras : ERKIifin,Enous avons analysé les effets de
Carabine sur I'activité de la CaMKII, la translacatde HDAC et I'activité transcriptionnelle
de MEF2. Pour finir, nous avons étudié les effasGhrabine lors de I'hypertrophie des

cardiomyocytes induite par Epac.

Il — Résultats

Les résultats de cette étude sont présentés @atislé suivant :

Carabin inhibits cardiac myocyte hypertrophy through a calcineurin, Ras and CaMKI|
dependent signaling pathway, Berthouze*Breckler*, Laurent, Varin, Lucas, Bisserier,
Delomeénie, Lacampagne, Cazorla, Crozatier, Moretadualc’h.

* co-premier auteur

Soumis a Circulation
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[l - Conclusion

[lI-1 Présence de la protéine Carabine dans leBarayocytes et son effet sur

la croissance cellulaire

Cette étude montre pour la premiére fois que Caealest bien présente dans les
cardiomyocytes de rats nouveaux nés et adulteplude sous stimulations des récepteuet
B-ARs, qui induisent la croissance cellulaire, it egéressant de noter que I'expression de
Carabine augmente, suggérant que lors de la misplaee de I'hypertrophie cardiaque,
laugmentation de I'expression de Carabine modiiléaacroissance cardiaque. En effet, sur
des cardiomyocytes isolées activées a la PE, Racgucellulaire mesurée par planimétrie,
augmente chez les contrbles mais pas sur les oaydoytes surexprimant Carabine. La
protéine Carabine inhibe donc la croissance desdiarayocytes sous stimulation des
récepteursa-ARs, in vitro. Pour tester son réle fonctionnel vivo, nous avons injecté
'adénovirus Carabine dans des cceurs de rats sf&nosur surexprimer la protéine dans un
modele d’étude d’'HC. Aprés 7 jours de sténosecdediomyocytes sont isolées. La taille des
cardiomyocytes de rats sténosés qui surexprimerab@e est plus réduite par rapport aux
cardiomyocytes contrbles infectés a la GFP. LagmetCarabine est donc capable d’inhiber

la croissance cellulairna vitro etin vivo.

[1I-2 Les effets anti-hypertrophiques de la prog®arabine sur le remodelage

cardiaque

Carabine étant a la fois exprimée dans les cardiogigs et en plus capable d’inhiber la
croissance cellulaire lors de stimuli hypertropleigoous nous sommes intéressés a son role
fonctionnel sur le remodelage cardiaque, en évaldanréorganisation des protéines
contractiles et la réexpression des genes foetaauy tharqueurs de I'HC. Ainsi, dans les
cardiomyocytes, I'activation des récepteur®\Rs induit une réorganisation de nouveaux
sarcomeres qui n‘apparait pas dans ceux surexpri@arabine. Carabine inhibe donc le
remodelage des protéines contractiles. De plustitigg transcriptionnelle de I'ANF
augmente dans les cardiomyocytes dont les récepieRs sont activeés, alors que dans

ceux surexprimant Carabine, l'activité transcriptielle de 'ANF diminue. A l'inverse, une
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inhibition de la protéine Carabine par transfectitum siARN Carabine, augmente I'activité
transcriptionnelle sous activation des réceptaetdfks comparés aux cellules transfectées par
le siARN contréle. Carabine a donc également uet sffir la réexpression des genes foetaux.

In vitro, Carabine inhibe le remodelage cardiaque et a doméle anti-hypertrophique.

[1I-3 La protéine Carabine inhibe les voies RadN@h CaMKI|

Nous avons ensuite analysé les voies de signalisatians lesquelles Carabine est impliquée.
En s’intéressant tout d’abord au domaine de liadda CaN que Carabine possede, nous
avons déterminé l'inhibition de l'activité de cetpbosphatase, par test enzymatique. Puis,
nous avons confirmé ce résultat grace au facteuragscription NFAT, qui dephosphorylé
par la CaN, transloque au noyau. La surexpress®nladprotéine Carabine dans les
cardiomyocytes de rats nouveaux nés inhibe lalteaon et I'activité transcriptionnelle de
NFAT lors de stimulation des récepteurf\Rs. Carabine possédant également un domaine
RasGAP, nous avons examiné l'activité de Ras pdlr gawn, sur des cardiomyocytes
surexprimant Carabine. L’activité de Ras est biemrtiée par Carabine. De plus, nous avons
observé par IP, que Carabine se lie directements Rnfin, nous avons déterminé que
Carabine réduit la phosphorylation d'un des effextale Ras, ERK1/2 grace a son domaine
RasGAP. Pour finir nous avons analysé I'effet deaime sur une autre protéine sensible au
calcium : la CaMKIl, qui permet la libération de ME par la translocation des HDACs. La
surexpression de Carabine dans des cardiomyoaoytéseil’activité de la CaMKIl, ainsi que
la translocation HDAC et 'activité transcriptioleede MEF2. La surexpression de mutants
de Carabine dans le domaine Ras-GAP ou dans leidema liaison a la CaN, ont les mémes
effets que Carabine, prouvant que I'inhibition deClaMKII se fait par un autre domaine, qui
n’est pas encore connu.

Enfin, comme la protéine Epac, active la petitetgpn@ G Ras, qui stimule a son tour les
protéines C& dépendantes CaN et CaMKII nous avons examinémbtéine Carabine pouvait
inhiber la voie pro-hypertrophique Epac. Les cardiocytes qui sont activés par le 8CPT et
qui surexpriment Carabine inhibent l'activité desR&de la CaMKII, I'activité transcriptionnelle
de NFAT ainsi que la translocation HDAC. L’inhiloiti de 'HC induite par Carabine passerait
donc en partie par la voie Epac. En conclusionsnmoontrons que la protéine Carabine, est
bien présente dans les cardiomyocytes, et inhibenbdelage cardiague en ayant un effet anti-

hypertrophique sur les voies de signalisation iquant Ras, la CaN et la CaMKII.
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Discussion et perspectives

En 2007, Pan et ses collaborateurs découvrent oneelie protéine inhibitrice de la CaN
dans le systétme immunitaire. Dans les lymphocyte<Cdrabine a été montrée comme
inhibant les protéines CaN et Ras, protéines impks dans l'activation des cellules T (Pan
et al., 2007). Etant donné que, suite a une aaivathronique des récepteuret f-ARs, la
phosphatase calcineurine et la petite protéine & d®at des protéines impliqguées dans la
signalisation de I'hypertrophie cardiaque, la déeste de Carabine pose la question du role
de cette protéine dans la pathologie cardiaguee Aoar, la fonction de Carabine dans le

cardiomyocyte n’a toujours pas été caractérisée.

Au cours de ma thése, nous avons moimtreivo et in vitro, que la protéine Carabine est
exprimée dans les cardiomyocytes de rats et quiglibe le remodelage des cardiomyocytes
induit lors d'un stress, en bloquant: la croissamellulaire, la synthése protéique, la
réorganisation des sarcomeres et la réexpressgogéaies foetaux. Nous avons également mis

en évidence que Carabine exerce ses effets vialition des protéines CaN, Ras et CaMKII.

| — Expression de Carabine dans les cardiomyocytes de rats et
analyse de son réle dans le remodelage des cardiomy  ocytes

Nous montrons pour la premiére fois que la protéGarabine est exprimée dans les
cardiomyocytes de rats nouveau-nés et adultesréSattats sont en accord avec les résultats
précédents de Pan et de ses collaborateurs (20D@higmontré par Northern blot la présence
de Carabine dans le myocarde. De plus, lors daikttions des récepteusset B-ARs (PE et
Iso), I'expression de la protéine augmente. Suitete modulation de I'expression de la
protéine, nous avons étudié la protéine dans les\ypertrophiques induite par I'activation
des récepteurs et -ARs. La PE est un agoniste spécifique des récepteARs (Ruffolo et

al., 1991) tandis que I'lso agit sur les récept@udRs.
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L'expression de ’ARNm de Carabine

Nous avons mesuré la quantité dARNm sur des cakinats sténoses, modéle d’étude de
I'HC par surcharge de pression. Des rats soumeua ohtensités de sténoses (clip 60 et 80, la
sténose 60 induit une hypertrophie plus forte questénose 80 en réduisant davantage la
lumiere aortique), sur deux durées (2 et 5 sempginas été compares avec des rats contrdles
opérés (SHAM) (Figure 27). La mesure de la quardi®RNm de I'ANF nous sert de
contrble car elle permet de vérifier I'induction HedC par ligature aortique. LARNmM de
'ANF augmente bien lors de la surcharge de presditirangement, I'expression du gene
codant pour Carabine dans le ventricule cardiaquelte est diminuée chez le rat sténosé par
rapport au controle SHAM. Il est probable que l'aggtation de 'TARNmM de Carabine ait
lieu au stade précoce de I'HC, mais une fois I'HG ®n place I'expression de 'ARNmM
diminue. Au départ, 'HC est adaptative et se piogar exemple lors de I'exercice. Puis,
sous condition chronique de stress, elle devietdté®e et peut induire I'IC. Ainsi, pour
comparer Carabine avec d’autres inhibiteurs dealid,@a quantité d’ARNm de Cabin 1/Cain
est augmentée lors de I'exercice (lemitsu et &lQ52. Cabin 1/ Cain, semble réguler I'HC
adaptative. Pour veérifier le type d’HC inhibé par&bine, il serait intéressant de quantifier la
guantitt dARNm de Carabine dans un modele d'étddeypertrophie physiologique.
Carabine inhibe peut étre 'HC au stade adaptatiflas au début du stade pathologique.
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Figure 27 Mesure de ’ARNm de I'ANF et de Carabinalans le ventricule gauche de rats
sténosés de 2 et 5 semaines (Résultats obtenus QRCR). Les rats SHAM sont opérés
mais sans la pose de clip. ST : sténose
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Expression de la protéine Carabine

La CaN semble requise pour induire I'expressiolCdmbine (Pan et al., 2007). La stimulation
des récepteurs-ARs augmente l'activité de la CaN. MCIP1 est umibiteur et un indicateur
de l'activité de la CaN (Vega et al., 2002 ; Bergiital., 2004). Or, I'expression de MCIP1
augmente lors de la surexpression du réceptédRR chez des souris transgéniques agées de
trois mois avec un cceur de taille normale (Benoél.e 2004). Comme pour MCIP1, il serait
donc intéressant de quantifier I'expression de l@aeasur ces souris transgéniques pour
déterminer si son expression augmente, d’'autarg giin vitro, aprés une activation des
récepteursi-ARs I'expression de Carabine augmente.

Il existe également des inhibiteurs de la CaN auileur expression augmentée lors de I'HC.
Les souris transgéniques pour la surexpressioréckpteun-AR, agées cette fois-ci de neuf
mois avec un cceur développant une cardiomyopailtée, ont également une augmentation
de l'expression de MCIP1. Donc si l'activité de @aN est augmentée chez ces souris,
'expression de Carabine est probablement pluse fdit serait intéressant de quantifier
I'expression de Carabine sur ces souris transgégigour voir si son expression augmente
aussi a neuf mois et pour comparer son expressencelle d’'un autre inhibiteur de la CaN.
Par ailleurs, des rats entrainés (exercice volmjtaint une activité de la CaN qui augmente
dans le cceur (Eto et al., 2000). De plus, deseratsinés ayant développés une hypertrophie
cardiaque suite a lI'exercice, ont une expressiomeahe et de la protéine Cabinl/Cain qui
augmente et supprime les effets pro-hypertrophigeda CaN (lemitsu et al., 2005). Il en est
de méme pour I'expression de linhibiteur G$KGui est impliqgué dans le mécanisme
moléculaire de I'hypertrophie cardiaque physiologiq Par contre dans le cceur humain
insuffisant, le clivage de Cabin 1/Cain est augmené qui entraine une augmentation de
I'activité de la calcineurine (Yang et al., 2010ba régulation de Cabinl/Cain, tout comme
celle de MCIP1 (Rothermel et al., 2003), peut &ire mécanisme moléculaire servant
d’adaptation a I'hypertrophie physiologique cardiagrésultant de I'exercice. Il faudrait
comparer I'expression de Carabine aux autres itehits de la CaN dans les myocytes, pour
savoir si Carabine est plus fortement exprimée NW&P1 et si son activité est plus
importante. Notre hypothése étant que la régulgtemmCarabine a lieu au stade précoce de
'HC, il serait également intéressant d'étudier seffet lors d’'une hypertrophie dite
adaptative, en regardant si son expression augnsemteles souris surentrainées. Suite a
I'étude de la mesure de I'expression de TARNm apilés sténoses induisant une HC a un
stade tardif (Figure 27), il est en effet probaflee Carabine inhibe la CaN a un stade
précoce d’HC.
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Nous ne savons pas si la protéine Carabine pogdesieurs transcrits. C’est par exemple le
cas de MCIP1 qui posséde quatre transcrits avefodetions différentes (Rothermel et al.,

2003). Seul I'expression du transcrit MCIP1.4 egjraenté par I'activation de la CaN, sans
altérer I'expression des autres transcrits (Rotkeérn al., 2003). On peut imaginer que des
transcrits differents de Carabine pourraient dondes protéines avec des fonctions

différentes dans I'HC.

Carabine et le remodelage cardiaque

Nous avons étudié le réle de Carabine sur le refagdecardiaquén vivo etin vitro. Pour
déterminer le réle de Carabirie vivo, nous avons mesuré la croissance cellulaire de
cardiomyocytes issus de cceurs de rats ayant &@&ésfpar un adénovirus Carabine et ayant
subi une TAC (modele d'HC par surcharge de prejsidlous avons montré que la
surexpression de Carabine inhibe la croissancalaed in vivo. Sur des cardiomyocytes de
rats nouveaux nés, la surexpression de Carabirlgeiigalement la croissance cellulaime
vitro. Le logiciel permettant la mesure de la surfadiilegre étant limité a une mesure en
« deux dimensions », nous avons examiné d’autreguears de I'HOn vitro, pour s’assurer
des effets anti-hypertrophiques de Carabine. Eaexpuimant Carabinén vitro, nous avons
mesuré son effet sur la synthése protéique. Parpocation de JH]Leucine, nous avons
déterminé que Carabine inhibe bien la syntheseiope suite a une activation des récepteurs

a-ARs (Figure 28).
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Figure 28 Mesure de la synthése protéique par incporation de leucine tritiée. Les
cellules sont infectées avec la GFP ou 'adénov@asabine MOI 10 pendant 24 heures, la
[*H]Leucine est incorporée & 1uCi/mL et les cellgest stimulées ou non par la PE & 10 uM
pendant 48 heures. La radioactivité est mesuréempaompteur a scintillation (LS 6000 CS
Beckman).
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De plus, une surexpression de Carabine inhibe déxpréssion des genes fcetaux et la
réorganisation des sarcomeres. A linverse, I'ettom de I'expression de Carabine par
l'utilisation d’un siARN potentialise la réexpressi de 'ANF. Tous ces résultats prouvent
bien 'effet de Carabine sur le remodelage desicargbcytes. Il est intéressant de noter que
le mutant du domaine RasGAP CaraBifi¥' et le mutant du domaine de liaison & la CaN
Carabiné*V® inhibent également la synthése protéique de I'’ANigure 29). Ni le domaine
de liaison & la CaN du mutant CarabY€, ni le domaine RasGAP du mutant CaraBifie'

ne sont donc indispensables dans l'inhibition deéexpression des genes fcetaux. Pour
vérifier que cette inhibition n’est pas du a un @me encore non identifié, ou pour savoir si
un seul de ces deux domaines suffit a I'inhibitibdiaudrait refaire cette expérience avec le
double mutant de Carabine : Carabff& ® *14/,

Une augmentation de I'expression de Carabine stmils hypertrophique a donc un effet
inhibiteur sur le remodelage cardiaque. Nous avensuite décortiqué les voies de

signalisation régulées par Carabine.
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Figure 29 Activité transcriptionnelle de 'ANF apres activation des récepteursa-ARs sur
des cellules de rats néonataux qui surexpriment Cabine ou ses formes mutées.

L’expérience a été réalisee dans les mémes conslitjoe la figure 2B du papier Berthouze et
al., en soumission. ***<0.001 par rapport a la dtind non stimulée correspondante ;
###<0.001, #<0.05 par rapport au controle stimulé.
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Il — Carabine inhibiteur de Ras

Dans les cellules de I'épithélium rénales, une dution de I'expression de Carabine active
Rasin vitro (Datta et al., 2009). Ainsi, Datta et ses collabeurs (2009) suggerent qu’une
baisse de I'expression de Carabine peut induire actevation de Ras entrainant une
prolifération des cellules cancéreuses dans le. lBEns les cardiomyocytes, par une
surexpression de Carabine, nous avons prouvé guabi@a inhibe Ras. On peut noter que
I'anticorps utilisé pour le pull down Ras est H-RE®xpression de Carabine régulerait donc
l'activité de H-Ras. Par analogie, il existe uniloiteur de Ras présent dans le coeur humain,
dont I'expression varie lors de I'IC. C'est RASSElde la famille Rassf des protéines
suppresseur de tumeurs, qui existe sous sept nsefor RASSF1A a RASSF1G. RASSF1A
régule de multiples processus cellulaires dontofapse, le contréle du cycle cellulaire, la
mobilité cellulaire, et permet le maintien de labdlité du génome (Oceandy et al., 2009b).
RASSF1A se lie aussi a H-Ras (Vos et al., 2000hsDas cceurs hypertrophiés de souris,
ainsi que dans les cceurs insuffisants humains,bseree une diminution significative de
'expression de RASSF1A (Oceandy et al., 2009bl;Reeet al., 2010). La délétion du gene
RASSF1A dans des cceurs de souris potentialiseffiets éypertrophiques induits par une
constriction aortiqueDe plus, comme pour Carabine, la surexpressionA&IR1A dans des
cardiomyocytes de rats nouveaux nés réduit la s®pdrypertrophique induite par une
activation des récepteursARs (Oceandy et al., 2009b).

Cependant, nous avons remarqué gue l'activité ded®as des cardiomyocytes non stimulées
et surexprimant Carabine est augmentée. Ceci seigged I'état basal, Carabine et Ras sont
peut étre liee a d’'autres protéines partenaireRake En effet, en plus d’'un complexe avec
RASSF1A, il existe aussi un complexe avec la pnetgp204 (Ding et Lengyel, 2008 ;
Oceandy et al., 2009b). P204 est une protéine fiaridle p200, inductible par les interférons
murin (Choubey et al., 1992 ; Luan et al., 2008pliguée dans la régulation de la
transcription, la dégradation des protéines, ldifpration cellulaire, et la différenciation de
nombreux tissus (Ding et Lengyel, 2008). Chez I'nmen I'équivalent de cette famille est
constitué de quatre genedNNDA, IFI16, AIM2 et IFIX. L'expression de p204 est élevée
dans les cardiomyocytes (Liu et al.,, 2000) et somression augmente lors de la
différenciation musculaire (Ding et Lengyel, 20083. protéine p204 peut étre nucléaire et/ou
cytoplasmique, selon le type et l'état de difféiaions des cellules, et dans les

cardiomyocytes, elle est cytoplasmique (Ding et dyah 2008). Il a été montré des

112



interactions Ras/p204 chez la levure, qui ont édfianées dans les extraits de cceurs de
souris, qui se produisent quand elles sont loadisfans le méme compartiment cellulaire
(Ding et Lengyel, 2008). La protéine p204 se IRas GTP et inhibe la liaison & Ras GDP par
son RasGAP (Ding et Lengyel, 2008). Ainsi, si p2Z&34 liee au complexe Ras/Carabine a
I'état basal, p204 peut augmenter la liaison de &a&TP et inhiber I'activité de Carabine

sur Ras. Ainsi, l'activité de Ras a I'état basab#eaugmentée.

Par ailleurs, Carabine inhibe I'effecteur de RaRKElors d’'une activation des récepteurs
ARs. Par analogie avec RASSF1 (Oceandy et al., &0@h peut imaginer que Carabine
pourrait inhiber la liaison de Ras-GTP avec Rafi effet, RASSF1A interagit avec d'autres
protéines et a été découverte récemment commerot@ne d’ancrage pouvant modifier la
fonction des complexes dans lesquelles elle edusac(Donninger et al., 2007). Cette
molécule est caractérisée par la présence d’'un identtassociation a Ras (RA), ainsi que
d’'un domaine responsable des interactions protgir@gines a son extrémité C-terminale
(Avruch et al.,, 2009). Nos résultats montrent &natction Ras/carabine par IP. En
comparaison, RASSF1A se lie a Ras activé (RasGaPheptérodimeérisation avec Norel/
RASSF5 (Ortiz-Vega et al., 2002). Les effets int@bis de RASSF1A sont attribués au
domaine de liaison Nore 1 de son domaine N-termibans la cellule, RASSF1A est
colocalisée avec la pompe a calcium du sarcolemidd Pase calcique de la membrane
plasmique calmoduline dépendante. Sa co-expressien cette pompe inhibe ERK1/2, en
réponse au facteur de croissance de I'épidermgesagt un réle possible de RASSF1A dans
la régulation de la croissance cellulaire et dgdértrophie (Armesilla et al., 2004).

Nous mettons en évidence que Carabine inhibe ERK@adomaine RasGAP, puisque lors
d’'une activation des réceptewsARSs, avec une surexpression du mutant Carghitele
niveau de phosphorylation de ERK est proche dei aul’état basal, contrairement a
I'inhibition obtenu suite a une surexpression deaBime sauvage. Carabine, lors de stimuli
hypertrophiques, pourrait aussi interagir avec f&s protéines qui induiraient un
changement de conformation, capable, par exemdibéter le domaine RasGAP.

Les interactions possibles de Carabine avec p2dbaraient aussi ERK. En effet, p204
prévient également la liaison de RasGTP a Raf-PI3&, et Ral-GDS et I'induction par la
voie Ras de la phosphorylation et de I'activati@encibles en aval de Ras (Ding et Lengyel,
2008). Elle inhibe par exemple, la phosphorylatden MEK par Rafl, la phosphorylation
d’Akt par PI3K, la phosphorylation de la p38 MAPHKinsi, une diminution du niveau
endogene de p204 résulte en une augmentationpth@$gphorylation de MEK et Akt (Ding et
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Lengyel, 2008). Il serait intéressant d’examinerCsirabine peut aussi inhiber d’autres

effecteurs de Ras impliqués dans I'HC, comme pamgte Ral GDS.

Cependant, sous activation des récepteurs adrgoesyi l'inhibition du remodelage
cardiaque lors d’'une surexpression de Carabing s@ss doute pas la conséquence de la
seule diminution de la voie Ras/ERK. En effatyitro, les données concernant ERK dans le
myocarde sont controversées. Malgré son rble asbkelains I'HC, I'activation de ERK par
I'ANF a des effets anti-hypertrophiques (Yue et 2000 ; Silberbach et al., 1999 ; Molkentin
et Robbins, 2009). De plus, il a été prouve quehibition de la voie ERHKn vivo n'est pas
suffisante pour induire I'hypertrophie (Purcell &t, 2007). L'originalité de Carabine est
gu’elle est capable d'inhiber différentes voies gignalisation comme la voie CaN et la
CaMKiIlI.

[1l — Carabine inhibiteur de la CaMKIlI

La CaMKIl phosphoryle les protéines HDAC4 et HDAQ®&ur libérer I'activité du facteur de
transcription MEF2 qui participe a I'hypertrophiardiaque. Nous avons démontré que la
protéine Carabine inhibe la phosphorylation de &VKIl, la translocation de HDAC et
l'activité transcriptionnelle de MEF2. De plus, tapression de Carabine par un siARN
potentialise la réponse a MEF2, confirmant biemhlibition de I'activité transcriptionnelle de
MEF2 par Carabine. Elle est donc capable d’inhdette voie d’'HC.

Le role de la CaMKII dans la régulation cardiagsedeterminé en partie par sa localisation
cellulaire(Zang et Brown, 2004). Il existe différentes isofi@s de la CaMKII : la CaMKdg
nucléaire induit I'expression des genes, la répomaascriptionnelle et contribue a la
croissance hypertrophique et la CaMiglicytoplasmique induit I'apoptose, les transitoires
calciques et contribue au développement de l'insarfice cardiaque (Zhang et Brown, 2004).
Il serait intéressant d’étudier si Carabine estabsp d'inhiber les deux isoformes de la
CaMKII. Carabine inhibe I'activité transcriptiontelde MEF2 suggérant une régulation de
lisoforme de CaMKIl nucléaire qui permet la répensranscriptionnelle. De plus, la
localisation endogene de Carabine a été étudiéenpaunofluorescence (Figure 30). La
protéine Carabine est présente dans le cytoplasmais, il semblerait qu’elle soit majoritaire

dans le noyau. Il est donc fortement probable caraline interagisse préférentiellement avec
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lisoforme CaMKIl6g, mais ceci reste a verifier, et n’exclue pas unraction avec
lisoforme CaMKIld¢c. De plus, la CaMKBg, mais pas l'isoforme CaMKdL, a été reportée
comme impliquée dans la réponse hypertrophiquaegmentation d’ANF (Ramirez et al.,
1997). Or Carabine, ainsi que ces deux mutantsbenh l'activité transcriptionnelle de
I'ANF sous activation des récepteursARs (Figure 29). Cette inhibition peut étre sugger
par une inhibition de la CaMKdg. Il existe donc peut étre un autre domaine de lfdaea
encore non connu, capable d’inhiber la CaMkKlpar une liaison directe avec celle-ci. De
plus, selon MacDonnell et ses collaborateurs (2069FaMKII5¢ inhibe I'activité de la CaN
et la translocation nucléaire de NFAT. Ce qui sugggi’une inhibition de la CaMK3t par
Carabine induirait une augmentation de I'activieéla CaN et de I'activité transcriptionnelle
de NFAT. Or ce n’est pas le cas.

Localisation de Carabin endogéne dans les cellules de rats nouveaux nés

Carabin DAPI merge

-
Figure 30 Localisation de Carabine endogéne dans sleellules de rats nouveaux nés.

Carabine endogene a été marquée en vert (Alexa U88)arquage au DAPI (bleu) permet la
visualisation des noyaux.
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Par ailleurs, Carabine et ses deux formes mutdabent |'activité transcriptionnelle de
MEF2, suggérant pour Carabine I'existence d’'un damanhibiteur de la CaMKIl (Figure
31). Différentes mutations de Carabine permetttailentester I'existence d’'un tel domaine.
Pour étudier si une liaison directe entre Caraleih€aMKIl existe il faudrait faire une IP
Carabine/CaMKII. L’inhibition de la CaMKII pourraiussi se faire a I'aide d’interactions
avec d’autres protéines. Rad est une protéine d@ndle de Ras, découverte pour inhiber
I'hypertrophie des cardiomyocytes via la voie CaMHKla protéine Carabine pourrait aussi
avoir des interactions avec d’autres protéines cerRad pour inhiber MEF2 (Chang et al.,
2007).
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Figure 31 Mesure de [lactivité transcriptionnelle ¢ MEF2 aprés activation des
récepteursa-ARs sur des cellules de rats néonataux qui surexjpment Carabine ou ses
mutants.

***<(0.001 par rapport a la condition non stimuléerrespondante ; ###<0.001, #<0.05 par
rapport au controle stimulé.

Comme nous l'avons vu dans la discussion, les desndé la littérature suggerent également
gue la CaMKIl et la CaN activent des voies parafieket interagissent au niveau de
I'activation des facteurs de transcription tels dNFAT et MEF2, GATA-4 ou encore AP-1
(Wu et al., 2000; Wilkins et Molkentin 2004; Zhaet Brown 2004). Il a notamment été
montré que la CaN est capable de stimuler I'aéisid MEF2 dans les cardiomyocytes (Wu et
al., 2000 ; Gundersen 2011jinhibition de MEF2 par Carabinim vitro se fait probablement

majoritairement par la CaMKIIl, car elle diminue glhosphorylation et la translocation de
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HDAC 4 et 5, mais il probable que Carabine inhigalément MEF2 via la CaN. Il serait
donc intéressant de regarder si l'inhibition de MEe fait seulement par la voie CaMKIIl ou
si elle passe aussi par la CaN. Dans les cardiopigmc la CaN active I'activité
transcriptionnelle de MEF2 en formant le complexeAN, MEF2 et CBP/p300 (van Oort et
al., 2006). Cependant) vivo, les souris adultes transgéeniques MEF2A ou MEFR2ées
avec des souris transgéniques CaN n'ont pas d'augwen d’'HC, suggérant que MEF2
induit 'HC indépendamment de I'HC induite par laN chez la souris adulte (Xu et al.,
2006). Ces données sont modérées par celles deOWdret ses collaborateurs (2006), qui
montrent que MEF2 est partiellement impliqué damsdmodelage cardiaque suite a une

activation de la CaN.

Il est intéressant de noter que la CaMKIl est peiféellement activée par une forte
transitoire calcique alors que la CaN est préféggbeinent activée par une faible transitoire
calcique (McKinsey et al., 2002). La CaMKIl est doactive préférentiellement prés des
canaux calciques (RyR, LTCC, InsP3R). En effeffitété de la CaMKIl pour le Cd-CaM

est plus faible (K~50nM) que celle de la CaN pour le’G&aM (Ky <<1nM) (Bers, 2011).
En fonction de la quantité de €alibéré dans la cellule, et de la localisationcslllaire,
Carabine pourrait intervenir sur chacune des voeses en jeu. Cependant Epac active la
CaMKIl de fagon indépendante du®C#Oestreich et al., 2009). Or Carabine inhibe R

de la CaMKIl apres une activation de Epac, sugdéyarelle n’est peut étre pas localisée

dans un domaine spécifique unique.

Dans les cellules T, Cabinl/Cain est égalementnhibiteur de la CaN et de l'activité
transcriptionnelle de MEF2, au niveau de son doeé@rterminal (Youn et al., 1999). Tous
les isoformes de MEF2 peuvent se lier avec Cabmb/Ccar I'interaction se fait sur le
domaine de liaison a '’ADN MADS, qui est consenauptous les isoformes (Youn et al.,
1999). A priori, il semblerait que pour Carabinalteamaine inhibant la CaMKII soit différent
de celui inhibant la CaN. En effet, une surexpmssiu mutant dans le domaine de liaison a
la CaN, CarabirféV®, inhibe toujours l'activité transcriptionnelle ddEF2 (Figure 31).
Donc l'inhibition de la CaMKIl par Carabine doit daire par un autre domaine. Le
mécanisme précis de répression de MEF2 par CatairlfCest pas connu mais, Cabinl/Cain
inhibe I'activité transcriptionnelle de MEF2 sangiber sa liaison a 'ADN. MEF2 est régulé
par Cabinl/Cain, indépendamment de I'effet de CHRiain sur I'activité CaN (Youn et al.,

1999). De plus, dans les cellules T, Cabin 1/ Gahphosphorylé par la CaMKIV, ce qui
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permet la liaison de Cabin 1/ Cain avec 14-3-3oet export nucléaire, dissociant Cabin 1/
Cain de MEF2 (Pan et al., 2005 ; Liu 2009). On a& gas si Carabine interagit avec la
CaMKIV dans les cellules T, mais cette isoformesh’gas présente dans le cceur. Carabine
comme, Cabin/Cain est un également un inhibiteubliode la calcineurine et du facteur de
transcription MEF2, mais Carabine est présente amg/ocarde alors que Cabinl/Cain n’est

pas exprimée dans le muscle.

[V — Carabine inhibiteur de la CaN

L’activation de la CaN et de NFAT suffisent pouduire I'HC, c’est pourquoi de nombreux
inhibiteurs de la CaN sont étudiés (Molkentin etrmy@001 ; Wilkins et Molkentin, 2004).
Nous avons démontré la présence de Carabine dangalgliomyocytes et ses effets
inhibiteurs sur la CaN et sur NFAT. D’autres inkghirs de la CaN comme AKAP 79 ou
Cabinl/ Cain ne sont pas exprimées a des niveanifisatifs dans le coeufFiedler et
Wollert, 2005), contrairement a MCIP1, plus fortemnexprimé dans le cceur et les muscles
squelettiques et qui représente donc un régulgtieysiologique potentiel de la CaN dans le

myocarde (Rothermel et al., 2003).

Localisation de la calcineurine et de ses inhilbgeu

Au niveau de sa localisation intracellulaire, laNCast cytoplasmique, mais elle a aussi été
découverte comme allant dans le noyau (Shibasaki,et996 ; Heineke et Ritter, 2012). Les
inhibiteurs de la CaN ont des distributions celhgla différentes. Ainsi, les immunophillines
FKBP12 et FKBP6 ciblent la CaN au récepteur deyémodine et de I'lP3 (Cameron et al.,
1995 ; Xiao et al., 1997). Dans le muscle striecdsarcine se lie a la CaN au niveau des
disques Z des sarcomeres (Frey et al.,, 2000). ChHiain, comme la CaN, est localisée
dans le cytoplasme mais est aussi présente damsydel, puisqu’elle est responsable de la
régulation de la fonction de la CaN aprés sa tomasion nucléaire (Sun et al., 1998).
Concernant Carabine, comme nous l'avons dit prénédmt, sa localisation endogéne
suggere une interaction avec la CaN nucléaire, mémg est aussi probable qu’elle
interagisse aussi avec la forme cytoplasmique deald. Dans le noyau, Cabin 1/Cain sert
peut étre de protéine d’ancrage de la CaN. La Ph€ime I'hyperphosphorylation de Cabin
1/Cain, augmentant son affinité pour la CaN (Sajty et al., 2007). Par analogie, Carabine

pourrait aussi servir de protéine d’ancrage dedbl @ans le noyau des cardiomyocytes.
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La connaissance détaillée du transport de la Callvars la membrane nucléaire a permis le
développement d'un petit peptide imitant la régionsignal de localisation nucléaire de la
CaN (Heineke et Ritter, 2012). Ce peptide satumg6rtine 1 pour la CaN et prévient la
translocation nucléaire de la CaN, I'activité tremgionnelle de NFAT et 'HC aprés une
stimulation par I'Angll dans les cardiomyocytesléso Il inhibe ainsi les effets déléteres
d'une trop grande activité transcriptionnelle deANF(Chahine et Pierce, 2009) mais pas
l'activité phosphatase CaN (Hallhuber et al., 2066 comparaison a ce peptide, Carabine
prévient l'activité transcriptionnelle de NFAT mais aussi la particularité d’inhiber

directement I'activité de la phosphatase.

Analogie entre la réqulation de I'expression degdnes MCIP1 et Carabine

La protéine MCIP1 est régulée pan rétrocontrdle négatif de la CaN (Rotheremellgt a
2003), Pan et ses collaborateurs (2007) supposentrégulation identique pour Carabine.
Sous activation de la CaN, NFAT est dephosphonylé entre dans le noyau pour activer des
genes cible dont MCIP1.4. L'expression de MCIP1naegte et la protéine est stabilisée, puis
se lie a la CaN, inhibant ainsi son activité (Raothel et al., 2003). Ainsi, le rétrocontrole
négatif par MCIP1 prévient l'activité excessiveldeCaN qui peut avoir des effets déléteres
sur la cellule (Chahine et Pierce, 2009). L'analgeel’expression de la protéine Carabine
dans les souris transgéniques surexprimant la ©ablen promoteur fot-MHC indiquerait
une possible régulation identique a celle de MCIRLrétrocontrdle de la CaN sur Carabine

doit étre important dans la régulation de I'HC.

Inhibition de NFAT et domaine de liaison & la CaN

Carabine posseéde un domaine de liaison a la Cahvaau de son domaine C-terminal mais
nous n'avons pas d’indication si Carabine interagic la sous-unité A ou B de la CaN. Il
serait intéressant d'étudier les effets de Carabind’activité phosphatase de la CaN mutée
sur I'un ou l'autre de ces sous-unités afin de riditger plus précisément comment Carabine
inhibe la CaN. Par comparaison, les protéines MC#ellient directement a la sous-unité
catalytigue A de la CaN, sans se lier a la sousgul ou a la calmoduline et
préférentiellement a la forme active de la CaN @eg al., 2002). Le FK506 et la CsA
empéchent tout les deux [linteraction MCIP1/CaN girgnt que ces complexes
immunophilines sont en compétition avec les sieefiaison de MCIP1 pour la CaN (Gorlach
et al., 2000 ; Kingsbury et al., 2000). Il seraitéressant de tester si Carabine est aussi en

compétition avec la CsA ou FK506 pour savoir s @llhibe la CaN avec des sites de liaison
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différents ou identiques a ceux des immunophilieesi son mode d’action est semblable a
celui de MCIP1. Il serait également intéressandéterminer si son activation est dépendante
de la CaM ou du CA et d'identifier la séquence exacte de Carabineliju@ dans
linhibition. En effet, MCIP1 contient la séquenEelSPPASP du domaine répété de SP, qui
a été montrén vitro pour inhiber l'activité de la CaN ; tandis que Iekibiteurs AKAP79,
Cabin 1/Cain, FKBP12 et A238L (un inhibiteur dedaN non présent dans le cceur), ont un
motif commun de liaison a la CaN (PxIxIT) (Gorlaghal., 2000 ; Li et al., 2004a) qui n’est
pas présent chez Carabine (Liu, 2009). Carabin¢ di@nc avoir sa propre séquence

inhibitrice.

V - Carabine et Epac

La protéine Epac, comme la protéine Carabine rébatéivité de Ras, de la CaN et de la
CaMKIl (Morel et al., 2005 ; Metrich et al., 2008vtetrich et al., 2010). Epac est une GEF
capable d’activer les voies de signalisation hypettiques. Lors d’'une activation au 8CPT,
un analogue de 'AMPc activant spécifiguement Epac,lors d’'une surexpression de la
protéine Epac, la surexpression de Carabine inhitztivité de Ras. Cette derniere étant au
contraire augmentée en présence du mutant CafabtihéFigure 32). Donc Carabine est
capable d’inhiber par son domaine RasGAP la petitééine G Ras activée par Epac, en

réponse a une stimulatiggadrénergique.

Ras-GTP> i 4 &% B A5 B 4 4
Total Ras> |-“- — — --|

8-pCPT(1OUM) - - - - - - + + +
Carabin -+ - -+ - -+ B}
CarabinR4A - -+ - -+ - -+
Epac - - - + + + - - -

Figure 32 Mesure de I'activité de Ras sur des cardinyocytes de rats nouveaux nékes
cardiomyocytes ont été transfectés soit avec urneueccontrole (pSV2), soit Carabine,
Carabiné** ou Epac. 24h aprés, les cardiomyocytes sont séesubu non avec du 8CPT
(10uM).
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Epac est activé par les réceptefrdRs (Metrich et al.,, 2008). La surexpression de la
protéine Carabine inhibe I'activité transcriptioleede NFAT induite par l'activation des
récepteursi-ARs mais également des récepteiw&Rs. Il serait intéressant d’étudier si une
surexpression de Carabine inhibe également NFA&sapne stimulation au 8CPT ou une
surexpression de EPAC.

Ras, via la voie Raf/ERK/MAPK, active le facteurtdenscription NFATc4, de maniere CaN
dépendante dans les cardiomyocytes néonataux dl&tidl., 2001). De plus I'activation de
ERK augmente I'activité transcriptionnelle de NFASanna et al., 2005Rar ailleurs, notre
équipe a montré que Ras, suite a une activationEpac, régule la CaN et la CaMKII
(Métrich et al., 2010). Dans notre étude, le faiede mutant Carabifit"* (mutation du
domaine RasGAP) régule I'activité transcriptioneedle NFAT de maniére similaire a celle
de Carabine sauvage, suggere que Carabine inlaitigvité transcriptionnelle de NFAT de
maniere Ras indépendante. Mais comme le prouvegriaatation de [lactivité
transcriptionnelle de NFAT avec le mutant Caralfii& (mutationdu domaine de liaison a la
CaN) apres activation des réceptea&Rs, I'inhibition est dépendante du domaine distia

a la calcineurine. Carabine inhibe aussi peutlét@aMKIl de maniere Ras indépendante.

L'activation de Epac induit une augmentation de plaosphorylation du RyR et du
phospholamban par la CaMKIl (Pereira et al., 20@azorla et al., 2009). Carabine inhibe
lactivité de la voie CaMKIl induite par Epac, coramlindique [linhibition de la

phosphorylation de la CaMKIl et [linhibition de ldranslocation HDAC sur des
cardiomyocytes surexprimant Carabine et soumiseaaativation au 8CPT. Carabine aurait
donc un réle anti-hypertrophique en agissant suoi@ pro-hypertrophique induite par Epac.

L’augmentation de [lactivité transcriptionnelle ddEF2 induite par Epac dans les
cardiomyocytes néonataux n’est pas altérée pdrilfiition de la CaN par la CsA (Metrich et
al., 2010). En réponse a Epac, la CaN est dondfspsment impliquée dans la régulation de
NFAT. Néanmoins, il est intéressant de noter qaesféets hypertrophiques de Epac dans les
cardiomyocytes adultes sont totalement bloquésipanhibiteur de la CaN seul (CsA) ou de
la CaMKIl seul (KN-93) (Metrich et al., 2008). Deéme, dans les cardiomyocytes de rats
néonataux, l'inhibiteur de la CaN, VIVIT, ou linbiteur de CaMKII, KN93, inhibent
totalement 'augmentation de la taille cellulaingluite par Epac (Latif et al., 2001 ; Métrich
et al., 2010, SD figure S3). Ces données montraetlinhibition de l'une ou l'autre est

nécessaire et suffisante pour bloquer les effgieigophiques de Epac. L’intérét de Carabine
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est d’inhiber a la fois la CaN et la CaMKIl, elleprésente donc un puissant inhibiteur des

effets hypertrophiques induits par Epac

VII - Suite de I'étude

Il serait intéressant de créer des souris tranggénisurexprimant Carabine ou au contraire
délétées de cette protéine dans le myocarde ettgnuner I'effet de Carabine sur une
hypertrophie induite chez ces souris par une TAGIes mini-pompes Iso. De plus, croiser
des souris transgéniques surexprimant Carabine aesc souris transgénigues CaN
constitutivement actives permettrait d’étudier asisrexpression de Carabine est suffisante
pour inhiber I'activité de la CaN constitutivemexttive. Avec des souris transgéniques nous
pourrions étudiein vivo les effets cardio-protecteurs supposés de Caratdtise ces effets
sont conservés dans d’'autres modéles d’étudesaduisent 'HC (en les croisant a d’'autres
modeles de souris induisant 'HC par exemple). uederait ainsi de déterminer sous quels
modeles physiopathologiques Carabine inhibe RaSah et la CaMKIin vivo.
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CONCLUSION GENERALE
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Conclusion génerale

La conclusion générale de ce travail est que laépre Carabine inhibe le remodelage
cardiague induit par les récepteuss et B-adrénergiques en régulant plusieurs voies
hypertrophique vitro chez les cardiomyocytes de rats nouveaux nés.

Nous avons en effet montré que la protéine Caral@se bien présente dans les
cardiomyocytes de rats nouveaux nés et adultepli3® sous activation des voies et p-
adrénergiques, I'expression de Carabine augmente.

Par ailleurs, Carabine prévient le remodelage qaraatérise I'hypertrophie des
cardiomyocytes. Ainsi, elle inhibe la réexpressitngéne faetal ANF, la réorganisation des
sarcomeres, la synthése protéique et 'augmentdtda taille cellulaire des cardiomyocytes
de rats nouveaux nés. Nous avons également étiatiét Ide Carabine sur la surface
cellulaire dans un modele d’hypertrophie cardiagua surcharge de pression. La
surexpression de Carabine dans des cceurs degatsés, par injection intramyocardiaque
d’'un adénovirus codant pour carabine, diminue lémyqphie des cardiomyocytes.

Nous avons également étudié la signalisation @tkildans laquelle Carabine joue un role.
Carabine est un inhibiteur de la petite protéinRd&S, ainsi que de son effecteur ERK1/2, par
son domaine RasGAP. De plus, nous avons montrénteraction directe entre Carabine et
Ras, méme si d’autres complexes sont peut étresrais@eu. La particularité de cette protéine
est qu’elle régule plusieurs voies de signalisatidimsi, Carabine inhibe également la
phosphatase CaN, ainsi que son facteur de tratisaridFAT, en prévenant sa translocation
nucléaire et son activité transcriptionnelle. Demmaé Carabine inhibe la CaMKIl et la
translocation de HDAC 4 et 5, ainsi que lactivit@nscriptionnelle de MEF2. Enfin,
Carabine prévient I'’hypertrophie des cardiomyocytesiite par Epac en inhibant les voies de

signalisation Ras et CaMKII.
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Figure 33 Représentation schématique des effets &htypertrophiques de Carabine.

Apres stimulation des récepteursadrénergiques, la PLC est activée, permettanipdaation

de C&', et l'activation de Ras. Aprés activation des péeers p-adrénergiques, '’AMPc
active Epac, qui a son tour active Ras. Carabihibénla voie Ras et son effecteur ERK. Les
protéines C& dépendantes, CaN et CaMKII, aussi activées paaBiage respectivement les
facteurs de transcriptions NFAT et HDACA4, qui irgknt I'hypertrophie cardiaque. Carabine
inhibe aussi la voie CaN et CaMKII.
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Résumé en francais

L’hypertrophie cardiaque est un mécanisme adaptatifse développe en réponse a une
surcharge de travail hémodynamique. Lors d'un streBronique, elle peut mener a
l'insuffisance cardiaque (IC), I'une des princimleauses de mortalité dans les pays
industrialisés. Les voies de signalisation hypetirques induites par les récepteurst p-
adrénergiques font intervenir la petite protéindR& et des protéines calcium-dépendantes
telles que la calcineurine (CaN) et la *Gealmoduline-dépendante kinase de type I
(CaMKIl), ainsi que leurs facteurs de transcripti@spectifs NFAT et MEF2. Dans les
cellules immunitaires, la protéine Carabine a éeren évidence comme inhibant la CaN et
de Ras. L'objectif de cette these et de caractesme role dans le cardiomyocyte.

In vitro, nous montrons que Carabine est exprimée darerdéomyocyte de rat nouveau-né
et adulte et inhibe par I'intermédiaire de ses daesmfonctionnels les voies de signalisation
de Ras/ERK, CaN/NFAT et CaMKII/MEF2. Sous stimwatichronique adrénergique, la
surexpression de Carabine prévient le remodelagiacge en bloguant le développement
des marqueurs de I'hypertrophie : la croissandeleék, la reexpression des genes foetaux et
la réorganisation des protéines contractiles. Emfans un modéle d’hypertrophie cardiague
induite par surcharge de pression chez le rajettion intramyocardiaque d’'un adénovirus
codant pour Carabine inhibe I'hypertrophie des icangocytes. Ce travail ouvre ainsi de
nouvelles perspectives thérapeutiques pour letrant de I'IC.

Mots Clés :Carabine, récepteusset p-adrénergiques, CaN, Ras, CaMKII, hypertrophidiague
Résumeé en anglais

Study of signalling pathway regulated by Carabin in the ardiomyocyte and highlights
its anti-hypertrophic role in vitro

Cardiac hypertrophy is an adaptative mechanism Idegd in response to hemodynamic
overload. During chronic stress, it can lead torthi&alure (HF), one of the most important
causes of mortality in industrialized countries pistrophic signaling pathway induced under
a andp-adrenergic receptor involve small G protein Ras @adcium dependent proteins such
as the calcineurine (CaN) and the@@almodulin-dependent protein kinases 1l (CaMK&3,
well as their respective transcription factors NFAmd MEF2. In immune cells Carabin
protein has been shown to inhibit CaN and Ras. pittrpose of my thesis was to determine
the role of Carabin in the cardiomyocyte.

In vitro, we showed that Carabin is expressed in neonathladult rat cardiomyocyte and
inhibits via its functional domains the Ras/ERK,NIdFAT and CaMKII/MEF2 signaling
pathways. Under adrenergic chronic stimulation, aBer overexpression blocks the
development of hypertrophic markers (cell size ease, re-expression of embryonic genes
and contractile protein reorganisation) preventimgs cardiac remodeling. Finally, in a rat
model pressure overload cardiac hypertrophy, icéraiac injection of Carabin adenovirus
inhibits cardiomyocyte growth. This study opens nesights into the treatment of HF.

Key words: Carabin, cardiac hypertrophy and failure, calciimeyrRas, CaMKII, Epac
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