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Introduction 

 

I - Le cœur 

 

1) Structure et fonction 

 

1.1) Présentation 

 

Le cœur est un muscle exerçant une fonction de pompe grâce à des contractions rythmiques 

spontanées, pour assurer la distribution du sang dans tout l’organisme. Son rythme cardiaque 

varie pour s’adapter aux besoins de l’organisme. Le myocarde fait circuler 4 à 5 litres de sang 

en permanence et pompe chaque jour 8000 litres de sang. Le cœur bat en moyenne 100 000 

fois par jour (soit 2 milliards de battements en moyenne dans une vie). Lorsque celui-ci est au 

repos, il bat environ 60 fois par minute. 

1.2) Anatomie du cœur 

Le cœur est un muscle strié composé de quatre cavités : les chambres auriculaires et 

ventriculaires droites séparées par la valve tricuspide, ainsi que les chambres auriculaires et 

ventriculaires gauches séparées par la valve mitrale (Figure 1). Lors de la relaxation, ou 

diastole, le sang provenant de la veine pulmonaire et des veines caves supérieures et 

inférieures remplit les cavités auriculaires droite et gauche respectivement. La pression ainsi 

exercée dans les cavités auriculaires permet d’ouvrir les valves cardiaques et de remplir les 

cavités ventriculaires. La contraction synchronisée des oreillettes puis des ventricules, appelée 

systole, permet dans un premier temps de vider les cavités auriculaires, puis d’éjecter le sang 

contenu dans les chambres ventriculaires droite et gauche vers l’artère pulmonaire et l’aorte 

respectivement.  
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La capacité du myocarde à se contracter et se relaxer est liée aux propriétés d’automaticité, 

d’excitabilité, de contraction et de relaxation des cellules qui le composent. Les 

cardiomyocytes du tissu nodal sont capables de générer spontanément un courant électrique 

(phénomène d’automatisme). Ce courant électrique dépolarise la membrane plasmique des 

cellules myocardiques et entraîne leur contraction (phénomène d’excitation). Afin de 

coordonner la contraction des oreillettes et des ventricules, le rythme de contraction des 

cellules cardiaques est imposé par les cellules du nœud sino-auriculaire. Ces cellules génèrent 

une onde d’excitation ou potentiel d’action qui se propage des oreillettes aux ventricules par 

l’intermédiaire du nœud auriculo-ventriculaire, du faisceau de His et du réseau de Purkinje. 

 

 

 

 

 

 Figure 1 Représentation schématique du myocarde. Le cœur est constitué de quatre 
cavités formées par l’oreillette et le ventricule droits d’une part, et l’oreillette et le ventricule 
gauche d’autre part. Le cœur droit reçoit le sang provenant des veines caves supérieure et 
inférieure, et l’éjecte dans la petite circulation par l’artère pulmonaire où il sera réoxygéné. Le 
cœur gauche reçoit le sang des veines pulmonaires pour l’éjecter dans l’aorte afin d’irriguer 
l’ensemble de l’organisme. 
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1.3) Les parois et les différentes cellules cardiaques 

 

Le cœur est composé de trois parois :  

- le myocarde, le tissu cardiaque est un muscle strié, qui est tapissé  

- à l’intérieur par un endothélium, l’endocarde, qui se prolonge avec l'endothélium vasculaire 

en dehors du cœur,  

- et à l’extérieur par une séreuse, l’épicarde.  

L’enveloppe extérieure du cœur est le péricarde. 

 

 

 

Figure 2 Structure de la paroi du cœur (D’après Totora et Grabowski, 1994). Le 
myocarde, muscle strié, est tapissé à l’intérieur par l’endocarde et à l’exterieur par l’épicarde. 
Le péricarde est l’enveloppe exterieure du cœur. 
 

 

Les cardiomyocytes adultes sont des cellules spécialisées, différenciées, qui ont perdu leur 

capacité à se diviser. Ils sont à la base de l’activité contractile du cœur, occupent environ 75% 

du volume myocardique, mais représentent en nombre seulement 20% des cellules cardiaques. 

Les cardiomyocytes isolés ont une forme grossièrement cylindrique d’environ 100 µm de long 

et 10µm de large avec un noyau central. Ils sont généralement polynucléés, possèdent un 

cytoplasme riche en protéines et ions, et une grande quantité de mitochondries, essentielles 

dans le processus énergétique. De plus, ils possèdent un compartiment intracellulaire 

spécialisé dans le stockage et la libération du calcium : le réticulum sarcoplasmique (RS). 
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Le cardiomyocyte ventriculaire possède une membrane externe, le sarcolemme, qui présente 

des invaginations appelées tubule T qui peuvent être en contact avec les éléments contractiles 

de la cellule (Figure 3). Les myofibrilles sont des cylindres parallèles allongés dans le sens de 

la cellule, constitués de la succession régulière, de petits cylindres identiques appelés 

sarcomères. Les sarcomères représentent ainsi l'unité de base contractile des myofibrilles. 

Chaque sarcomère est fait d’un faisceau de myofilaments parallèles à son grand axe. Il existe 

2 types de filaments (Figure 4) : 

-Les filaments fins qui sont constitués de plusieurs protéines : l'actine, la tropomyosine et la 

troponine. La tropomyosine est une protéine qui s’intrique autour de l’actine pour la stabiliser 

et ainsi bloquer l’interaction des têtes de myosines avec l’actine. La troponine C (TnC) est la 

sous-unité responsable de la liaison avec le calcium. Une fois le calcium lié, le complexe 

troponine-calcium se déplace et libère la liaison entre la myosine et l'actine. A l’inverse, la 

troponine I (TnI) est la sous-unité responsable de l'inhibition de la liaison entre la myosine et 

l'actine. Elle a donc une fonction inhibitrice qui a pour effet d'amorcer la relaxation 

musculaire. Enfin, la troponine T (TnT) est la sous-unité responsable de la liaison avec la 

tropomyosine. 

-Les filaments épais sont essentiellement constitués de la myosine. Au repos, la myosine est 

couplée à de l’ADP et du phosphate inorganique (Pi). Le Pi, puis l’ADP se détachent de ce 

complexe pour permettre un glissement des filaments d’actine sur les filaments de myosine, 

ce qui entraîne la contraction des fibres musculaires. L'adénosine triphosphate (ATP), en se 

fixant sur la myosine provoque un changement conformationnel, qui détache en partie la 

myosine du filament.  

 

Outre les myocytes cardiaques, le cœur est composé de cellules endothéliales, qui recouvrent 

la paroi interne des vaisseaux sanguins (intima) et des cavités cardiaques. Ces cellules jouent 

un rôle essentiel dans le contrôle du tonus vasculaire et dans l’hémostase.  

Le cœur est également composé de fibroblastes qui synthétisent la matrice extracellulaire 

assurant ainsi la cohésion du tissu musculaire et la transmission des forces exercées par les 

cardiomyocytes. Les fibroblastes représentent à eux seuls 70% des cellules cardiaques (Porter 

et Turner, 2009). 
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Figure 3 Anatomie et histologie du tissu musculaire cardiaque (D’après Totora et 
Grabowski, 1994).  

Le sarcolemme est la membrane externe des cardiomyocytes et présente des invaginations : 
les tubules Transverses. Les noyaux sont au centre du cytoplasme. Le sarcoplasme des 
cellules cardiaques possède beaucoup de mitochondries. Le réticulum sarcoplasmique est un 
compartiment de stockage et de libération de calcium.  
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Figure 4 Structure des éléments contractiles du cardiomyocytes (D’après Gregorio et al., 
2000). Le sarcomère est l’unité contractile des myofibrilles. La titine régule l’élasticité des 
sarcomères. Les filaments fins, insérés dans les stries Z, en les rapprochant, permettent un 
raccourcissement des sarcomères. Le filament épais, formé de myosine, est le facteur actif de 
la contraction musculaire en fournissant de l’énergie par l’hydrolyse de l’ATP. Les 
myofilaments d’actine en glissant sur les myofilaments de myosine assurent la contraction 
musculaire. 
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2) Fonction couplage excitation-contraction (CEC) 

 

Le CEC est l’ensemble des processus assurant la transformation du stimulus électrique, c'est-

à-dire du potentiel d’action, en un signal intracellulaire permettant la contraction des cellules 

myocardiques. 

L’excitation des cardiomyocytes, induite par un potentiel d’action au cours de la systole, 

active les canaux calciques de type L (LTCC) sensibles à la dépolarisation membranaire. Ces 

canaux sont présents dans les tubules T. L’entrée de Calcium (Ca2+) par ces LTCC va activer 

l’ouverture des canaux calciques du réticulum sarcoplasmique (récepteur de la  ryanodine ou 

RyR), et ainsi induire une augmentation du calcium libre intracellulaire et amplifie le courant 

calcique appelé Ica. Ce mécanisme est appelé « calcium induced-calcium release » (CICR). 

L’augmentation globale du calcium intracellulaire active les myofilaments et donc le 

développement de la contraction cardiaque. La fixation des ions calcium à la TnC entraîne un 

changement de conformation des complexes troponine-myosine. Des ponts se forment entre 

l’actine et la myosine, permettant le glissement des filaments épais sur les filaments fins. Le 

raccourcissement des sarcomères induit alors une contraction cardiaque. Pour permettre la 

relaxation du muscle cardiaque, la concentration de Ca2+ cytosolique doit diminuer 

rapidement. La relaxation se produit lorsque le Ca2+ est libéré par la troponine C, puis 

« repompé » par la pompe calcique du réticulum sarcoplasmique, la SERCA (Sarcoplasmic 

reticulum Ca2+ ATPase) dont l’activité est régulée par le phospholamban. Enfin, l’inhibition 

exercée par le phospholamban sur l’activité de SERCA est levée lorsque celui-ci est 

phosphorylé.  

 

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

domaines transmembranaires 

 

La fonction cardiaque est régulée par de nombreux signaux mécaniques et hormonaux qui 

stimulent un large éventail de récepteurs présents à la surface des cardiomyocytes, des 

cellules endothéliales et des fibroblastes. En modulant les voies de signalisation 

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

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

 

La fonction cardiaque est régulée par différentes hormones qui peuvent réguler la contraction 

cardiaque et permettre au cœur de s’adapter aux divers stress qu’il reçoit.  

Les catécholamines adrénaline et noradrénaline sont synthétisées à partir de la tyrosine par 

les cellules de la médullo-surrénale et par les neurones postganglionnaires du système 

nerveux sympathique. L'adrénaline agit comme hormone dans la circulation sanguine et en 

tant que neurotransmetteur dans le système nerveux central. La noradrénaline est un 

neurotransmetteur du système nerveux sympathique périphérique et est libérée dans le sang 

comme hormone de la médullo-surrénale. Ces neurohormones appelées hormones du stress, 

activent les récepteurs α et β-adrénergiques et induisent des effets chronotropes, inotropes et 

lusitropes positifs puissants (Salazar et al., 2007). Lors de pathologies, comme l’insuffisance 

cardiaque, le niveau de noradrénaline circulante et l’activité du système nerveux sympathique 

augmentent (Leimbach et al., 1986). 

A l’inverse, le neurohormone du système nerveux parasympathique (acétylcholine) 

régulent négativement la fonction cardiaque en se liant aux récepteurs muscariniques (Salazar 

et al., 2007). L'acétylcholine est un neurotransmetteur qui joue un rôle important aussi bien 

dans le système nerveux central où elle est impliquée dans la mémoire et l'apprentissage, que 

dans le système nerveux périphérique, notamment dans l'activité musculaire et les fonctions 

végétatives. 

De même, les hormones du système endocrinien, telles que l’endothéline-1 (ET-1) et 

l’angiotensine II (AngII), stimulent la contraction du myocarde. L’ET-1, produite par les 

cellules endothéliales vasculaires, induit de puissants effets vasoconstricteurs, ainsi que des 

effets chronotropes et inotropes positifs en se liant aux récepteurs de l’ET-1 (ETΑ-R et ETΒ-

R). L’AngII est l’hormone clé du système rénine-angiotensine qui joue un rôle important dans 

la régulation du système cardiovasculaire. Elle contrôle la réabsorption hydro-sodée et la 

pression artérielle en stimulant la production d’aldostérone au niveau des glandes surrénales 

et stimule aussi la production de protéines par la matrice extracellulaire. L’angiotensinogène 

est la protéine inactive précurseur des peptides angiotensine I et II, produite par le foie (Figure 

5). En cas de baisse de la pression dans l’artère rénale, la rénine est secrétée au niveau des 

reins. L’angiotensinogène est clivé par la rénine en angiotensine I inactive. L’angiotensine I 

est ensuite principalement transformée en angiotensine II active par l’enzyme de conversion 
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de l’angiotensine. Ces différentes hormones sont impliquées dans l’hypertrophie cardiaque en 

agissant via leurs récepteurs membranaires.  
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Figure 5 Système rénine angiotensine. Le foie produit l’angiotensinogène, qui est clivée par 
la rénine pour former l’angiotensine I. Elle est ensuite transformée par l’enzyme de 
conversion en angiotensine II. L’aldostérone est produite par les glandes corticosurrénales en 
réponse à l’angiotensine II. L’angiotensine II favorise l’élévation de la pression artérielle. 

 

3.2) Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) 

 

Les récepteurs à 7 domaines transmembranaires, sont constitués de sept domaines 

hydrophobes par lesquels la chaîne d’acides aminés traverse successivement la membrane 

plasmique d’une face à l’autre. L’extrémité N-terminale est extracellulaire alors que 

l’extrémité C-terminale est cytoplasmique. Ils sont appelés RCPGs car ils sont couplés aux 

protéines G. Toutes les protéines G hétérotrimériques sont composées de sous-unités Gα et 

Gβγ. La liaison du ligand sur le site actif extracellulaire de leur RCPGs, induit l’activation des 

récepteurs par leur changement de conformation. Cette liaison  active la protéine G, dissocie 

les sous unités Gα et Gβγ, et induit l’hydrolyse du GDP (guanosine diphosphate ) en GTP 

(guanosine triphosphate) par la sous unité α (Figure 6). Les quatre principales familles de Gα 

(αs, αi, αq, et α11/12) vont activer différents messagers intracellulaires et induire ainsi différentes 

réponses aux stimuli hormonaux. Les RCPGs sont impliqués dans de multiples processus 

cellulaire comme la croissance et la différenciation. 
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Figure 6 Activation des protéines G. A l’état inactif la protéine G est liée au GDP. La liaison 
de l’agoniste sur son récepteur active la protéine G hétérotrimérique. Les sous-unités Gα et Gβγ 
se dissocient et la sous-unité Gα se lie alors au GTP. Gα.GTP et Gβγ régulent ensuite divers 
effecteurs. Puis, les deux sous-unités se réassocient pour retourner à l’état initial. 

GDP (guanosine diphosphate) ; GTP (guanosine triphosphate) 
 

3.2.a) Les récepteurs α-adrénergiques (α-ARs) 

 

Les récepteurs α-adrénergiques sont activés par l’adrénaline et la noradrénaline, ils répondent 

à une stimulation du système nerveux sympathique (Figure 7 et Tableau 1). Les récepteurs α-

ARs sont majoritairement couplés à Gαq et régulent la contraction et la croissance cellulaire, 

l’apoptose des myocytes et l’hypertrophie cardiaque. La voie des récepteurs couplés à Gαq est 

plus stimulée lors de la mise en place de l’hypertrophie. Il existe deux sous-types de récepteur 

α-ARs : α1 et α2-ARs qui existent sous différentes formes : α1A, α1B, α1D, α2A, α2B, α2C. Ils ont 

été classés selon l’étude de leur ligand et de leurs fonctions (Tableau 1). Dans le cœur les 

formes majoritaires sont : α1A et α1B. 
 

Agonistes Antagonistes
phénylephrine prazosine
methoxamine WB-4101

Cirazoline Corynanthine
Amidephrine phenoxybenzamine
Sgd 101/75

noradrénaline phentolamine
Adrénaline Tolazoline
Clonidine Rauwolscine

α-methylnoradrénaline Yohimbine
BHT-933 Idazoxan
BHT-920

UK-14,304

 Récepteur α1-adrénergique 

Non séléctif 

Récepteur α2-adrénergique 

 

Tableau 1  Agonistes et antagonistes communément utilisés pour la classification des 
récepteurs α1 et α2-adrénergiques (D’après Ruffolo et al., 1991). 
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-Les récepteurs α1-adrénergiques (α1-ARs) 

Les récepteurs α1 sont activés par la phénylephrine et inhibés irréversiblement par le 

phenoxybenzamine (Minneman, 1988) (Tableau 1). Les récepteurs α1A ont une forte affinité 

pour le prazosine alors que son affinité est faible pour les récepteurs α1B. Les récepteurs se 

retrouvent dans quasiment tous les tissus.  Les sous types α1A et α1B-ARs sont présents dans le 

myocarde humain (Jensen et al., 2009). α1A est le plus exprimée chez l’homme, tandis que α1B 

est majoritairement présent chez les rongeurs (Woodcock et al., 2008 ; Cotecchia, 2010). La 

stimulation des récepteurs α1-ARs induit des réponses inotropes positives dans différentes 

espèces incluant l’homme, ainsi qu’une réponse chronotrope positive dans le cœur de rat 

(Minneman, 1988 ; Landzberg et al., 1991 ; Flavahan et al., 1981). Classiquement les 

récepteurs α1-ARs sont couplés à Gq (Hubbard et Kepler, 2006). La surexpression des 

récepteurs α1B-ARs sous contrôle du promoteur α-MHC chez des souris diminue la réponse 

contractile induite par les récepteurs β-ARs, qui est un des premiers mécanismes qui se met en 

place pour augmenter les performances du cœur (Akhter et al., 1997). Le récepteur α1-AR est 

aussi présent dans les fibroblastes cardiaques. Ce récepteur régule la synthèse protéique, et la 

sécrétion d’interleukine comme l’interleukine 6 (Burger et al., 2001). Enfin, ces récepteurs 

sont particulièrement abondants dans les muscles vasculaires lisses et augmentent leurs 

contractions. Les récepteurs α1A, α1B et α1D-ARs contribuent au tonus vasculaire avec un rôle 

prédominant de α1A et α1D (Cotecchia, 2010).   

 

-Les récepteurs α2-adrénergiques (α2-ARs) 

Tous les récepteurs α2-ARs  sont inhibés par la yohimbine et la rauwolscine (Tableau 1). Le 

récepteur α2A-AR a une faible affinité pour le prazosine contrairement aux récepteur α2B- et 

α2C-ARs. Le récepteur α2C-AR a une forte affinité pour la  rauwolscine (Bylund et al., 1994). 

Le récepteur α2D-AR, quand à lui, a une faible affinité pour la rauwolscine, mais le récepteur 

α2D-AR de rat n’est peut être que l’homologue du récepteur α2A-AR humain (Bylund et al., 

1994 ; Rump et al., 1995). Les récepteurs α2-ARs sont localisés près des terminaisons 

nerveuses présynaptiques noradrénergiques, ou ils inhibent le relargage de l’adrénaline et de 

la noradrénaline (Parker et al., 1995 ; Rump et al., 1995). Dans les oreillettes cardiaques de 

souris, ce sont particulièrement les sous types α2C et α2A-ARs qui inhibent le relargage de la 

noradrénaline des terminaisons nerveuses sympathiques (Hein et al., 1999). L’activation des 

récepteurs α2-ARs inhibe l’activité de l’adénylate cyclase (Limbird, 1988). Dans le muscle 

vasculaire lisse, le récepteur α2B-AR fortement exprimé y régule la vasoconstriction. Il est 

aussi exprimé dans le système nerveux central (Link et al., 1996 ; MacDonald et al., 1997).  
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Figure 7 Récepteurs couplés aux protéines G (RCPGs) stimulant la fonction cardiaque 
et leurs voies de signalisation. L’activité du myocarde est régulée par différents types de 
RCPGs présents à la surface des cardiomyocytes et des cellules non-myocardiques. Ces 
récepteurs activent un ensemble complexe de voies de signalisation intracellulaires permettant 
de contrôler le rythme cardiaque (effet chronotrope), la force de la contraction (effet inotrope) 
et la vitesse de relaxation (effet lusitrope). Ainsi, les β1-ARs et β2-ARs sont positivement 
couplés à la protéine Gs et à la production du second messager Adénosine 3’,5’, 
monophosphate cyclique (AMPc) via l’activation de l’adénylate cyclase. Ce second messager 
active différents effecteurs tels que la protéine kinase A (PKA), les protéines Exchange 
protein directly activated by cAMP (Epac), les phosphodiestérases (PDEs) ou les canaux 
Hyperpolarization-activated Cyclic Nucleotide-gated cation channels (HCN). Les β2-ARs sont 
également couplés à la protéine Gi qui inhibe l’adénylate cyclase et active différentes voies de 
signalisation par l’intermédiaire de la sous unité Giβγ. Les β3-ARs induisent des effets 
inotropes négatifs en activant la voie oxyde nitrique synthétase (NOS). Enfin les récepteurs α-
ARs, de l’ET-1 et de l’AngII sont couplés aux protéines Gq qui stimulent la 
PLCβ (phospholipase C). Cette dernière hydrolyse les phosphoinositols de la membrane 
plasmique en diacylglycérol (DAG) et en inositol 1,4,5-triphosphate (IP3) qui activent 
respectivement les protéines kinase C (PKC) et la libération de Ca2+ par les récepteurs de 
l’inositol triphosphate (IP3R). 
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3.2.b) Les récepteurs β-adrénergiques (β-ARs) 

 

Les récepteurs β-ARs représentent l’un des plus puissants régulateurs de la fonction 

cardiaque. A l’état physiologique, les récepteurs β-ARs régulent la force de contraction et de 

relaxation du myocarde, permettant une réponse appropriée en fonction de l’exercice ou du 

stress physiologique. Ils modèrent aussi la glycogénolyse et le débit cardiaque. En réponse à 

une demande croissante en oxygène et nutriments de la part des organes et tissus, le système 

nerveux sympathique active les récepteurs β-ARs par les catécholamines (adrénaline, 

noradrénaline). Les récepteurs β-ARs sont classiquement couplés à la protéine Gs induisant 

ainsi, via l’activation de l’adénylate cyclase, une augmentation de la production du second 

messager Adénosine 3’,5’monophosphate cyclique (AMPc). Ils peuvent aussi être couplés à la 

protéine Gi, qui inhibe l’adénylate cyclase (Figure 7).   

 

Chez les mammifères il existe 4 types de récepteurs β-ARs : β1, β2, β3, β4, qui par leur 

capacité à activer différents types de protéines G et différentes voies de signalisation, offrent 

une réponse très diversifiée qui permet une régulation fine de la fonction cardiaque 

(Berthouze et al., 2011). 

 

-Le récepteur β1-adrénergique (β1ARs) est prédominant dans le cœur (environ 75-80% des 

récepteurs β-ARs totaux). Ils sont distribués au niveau des sarcolemmes et tubules T. La 

stimulation des récepteurs β1-ARs par les catécholamines induit des effets inotropes et 

lusitropes positifs puissants liés à l’activation de la voie de l’AMP cyclique, et à la PKA 

(protéine kinase A) qui phosphoryle et active les protéines clés du couplage excitation-

contraction comme les LTCC et RyR2, et augmente ainsi la probabilité et le temps 

d’ouverture de ces canaux calciques (Tilley et Rockman, 2006). La PKA augmente ainsi les 

concentrations cytosoliques de Ca2+ et favorise la contraction des myofilaments (Bers, 2008). 

Les récepteurs β1-ARs sont aussi présents à la membrane nucléaire, couplés à Gs ils activent 

l’adénylate cyclase (Boivin et al., 2006). 
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- Les récepteurs  β2-adrénergiques (β2-ARs) représentent 20 à 25% des récepteurs β-ARs 

cardiaques (Madamanchi, 2007). Ils sont distribués au niveau des sarcolemmes et tubules T. 

La distribution des β2-ARs dans les cavéoles (invagination de la membrane plasmique) induit 

un effet plus local lors des stimulations adrénergiques (Tilley et Rockman, 2006). Les 

récepteurs β2-ARs  sont couplés aux protéines Gαs et une stimulation prolongée des récepteurs 

β2-ARs induit préférentiellement un couplage à Gαi. Les mécanismes par lesquels les β2-ARs 

modulent la fonction contractile sont controversés. Ils exerceraient des réponses inotropiques 

sur l’oreillette humaine mais auraient beaucoup moins d’effets dans le ventricule (El-

Armouche et al., 2009). Des études réalisées sur des cardiomyocytes de souris néonatales ou 

adultes montrent que les β2-ARs induisent une augmentation locale d’AMPc et activent 

uniquement les canaux calciques LTCC au voisinage du récepteur. Ils stimuleraient ainsi la 

contraction mais pas la relaxation (Kuschel et al., 1999 ; Devic et al., 2001 ; Xiao 2000). 

Certaines études indiquent que les β2-ARs sont directement couplés aux LTCC et qu’ils 

induisent une contraction indépendante de la PKA (Devic et al., 2001). A l’inverse, d’autres 

travaux réalisés sur des cardiomyocytes de rats adultes montrent que les β2-ARs sont capables 

de phosphoryler le phospholamban, la TnI et la protéine C cardiaque liant la myosine 

(cMyBP-C) par l’intermédiaire de la PKA, et influenceraient ainsi la relaxation (Bartel et al., 

2003). L’utilisation de modèles expérimentaux distincts (espèces animales, âges et protocoles 

variables) explique probablement les différences observées.  

 

-Le récepteur β3-adrénergique (β3ARs) est le sous-type de récepteur le moins abondant 

dans le cœur. Le récepteur β3-AR à 50% d’homologie avec les récepteurs β1 et β2-ARs mais 

nécessite une forte concentration de catécholamines pour être activé (Perrone et Scilimati, 

2011 ; Moens et al., 2010). Il est couplé à Gs mais aussi à Gi (Moens et al., 2010). 

Contrairement aux β1- et β2-ARs, la stimulation des β3-ARs diminue la contraction cardiaque 

(Gauthier et al., 1998 ; Moens et al., 2010 ; Tilley et Rockman, 2006 ; Moniotte et al., 2001). 

Des études réalisées sur des tissus ventriculaires humains ou sur des souris invalidées pour le 

gène β3-AR montrent que les effets inotropes négatifs des β3-ARs sont liés à l’activation 

d’une voie atypique impliquant la protéine Gi/o et la production d’oxyde nitrique (NO). 

(Gauthier et al., 1998 ; Varghese et al., 2000).  Dans le tissu atrial humain en revanche, les β3-

ARs induisent des effets inotropes positifs liés à l’activation de la PKA (Skeberdis et al., 

2008). Dans les cardiomyocytes ventriculaires, les récepteurs β3-ARs localisés à la membrane 

nucléaire régulent la transcription (Boivin et al., 2006).  Enfin, il régule aussi la relaxation des 

muscles lisses vasculaire.  
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-L’existence d’une quatrième forme de β-ARs (ββββ4444-ARs) a été suggérée (Molenaar et al., 

1997). Ce récepteur serait cependant attribué à un état conformationnel particulier du β1-AR 

(Skeberdis, 2004). 

 

3.2.c) Les autres récepteurs impliqués dans la régulation cardiaque 

 
Il existe d’autres récepteurs qui peuvent intervenir dans la régulation cardiaque. Ceux couplés 

à  -Gi, tels que le récepteur muscarinique, le récepteur à l’adénosine, le récepteur aux opiacés 

et le récepteur de facteur natriuretique atrial. La forme majoritaire du récepteur 

muscarinique dans le cœur est l’isoforme M2. Ce récepteur est activé par l’acétylcholine, il 

induit des effets inotropes négatifs (Salazar et al., 2007). La densité des récepteurs M2 

muscarinique augmente chez les patients avec une insuffisance cardiaque (Le Guludec et al., 

1997).  

    -Gs, tels que les récepteurs à l’adénosine, les récepteurs au glucagon, les récepteurs aux 

prostanoïdes, et les récepteurs histaminiques. Le récepteur à l’adénosine est connu pour 

avoir des effets cardioprotecteurs dans l’ischémie (Ely et al., 1992). Ce récepteur peut aussi 

être couplé à Gi. Le récepteur aux prostanoïdes joue un rôle dans la croissance cellulaire 

chez les myocytes nouveaux nés et régule la pression sanguine (Mendez et LaPointe, 2002). 

Dans le cœur sain, la production d’histamine augmente l’activité atriale et le débit cardiaque.  

    -Gq, tels que les récepteurs à l’angiotensine et les récepteurs à l’endothéline. L’endothéline 

est un vasoconstricteur et un facteur de croissance qui favorise l’inotropisme positif, le 

chronotropisme positif et l’hypertrophie. Le récepteur de l’endothéline-1 intervient dans le 

remodelage cardiaque et l’hypertrophie (Asano et al., 2002). Le récepteur à l’angiotensine 

existe sous deux isoformes : AT1 et AT2. La stimulation des récepteurs de l’AngII dans le 

myocarde, notamment des récepteurs AT1-R, induit des effets chronotropes, inotropes positifs 

et lusitropes négatifs (Mattiazzi, 1997). La densité des récepteurs AT1 et AT2 augmente de 

manière homogène dans le ventricule gauche de rats âgés (Heymes et al., 1998). 
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3.3) Les adénylates cyclases (AC) 

 

Après stimulation des β-ARs, la sous-unité Gαs se dissocie de la protéine G, et active 

l’adénylate cyclase. Le rôle de l’adénylate cyclase est de synthétiser le second messager 

AMPc intracellulaire, à partir de l’ATP cytosolique en libérant deux phosphates. L’AMPc 

peut ensuite activer ses différents effecteurs. Il existe 9 isoformes d’adénylate cyclase (AC1 à 

AC9) et une AC soluble (ACs), surtout présente au niveau des testicules. Cette AC n’est pas 

régulée par les hormones ni par les protéines G mais par le bicarbonate et le calcium 

(Kamenetsky et al., 2006). Les 2 isoformes d’adénylates cyclases les plus présentes dans le 

cœur sont la V et la VI. L’AC V est surtout exprimée dans les oreillettes tandis que l’AC VI 

est exprimée aussi bien dans les oreillettes que dans les ventricules et est localisée près des 

récepteurs β1-ARs (Wang et Brown, 2004). Le développement cardiaque ontogénique est 

associé à un changement dans le niveau de l’acide ribonucléique messager (ARNm) codant 

pour l’AC V et l’AC VI. L’isoforme AC de type V est un isoforme adulte alors que l’isoforme 

AC de type VI est plus exprimé dans le cœur de nouveau-né. L’AC VI est fortement exprimée 

dans le cœur fœtal, diminue graduellement avec l’âge et atteint des niveaux relativement 

faible dans le cœur adulte. Le profil d’expression de l’AC V est inversé. Le niveau 

d’expression est faible chez le fœtus, augmente graduellement avec l’âge et atteint un niveau 

maximal chez l’adulte (Espinasse et al., 1995).  

 

3.4) l’AMPc  

 

L’AMPc est un second messager qui a un rôle primordial dans la régulation de la fonction 

cardiaque. La voie de l’AMPc est activée et régulée par les β-ARs. Le niveau intracellulaire 

de l’AMPc résulte d’une balance entre deux types d’enzymes : les adénylates cyclases qui 

assurent sa synthèse et les phosphodiestérases (PDEs) qui le dégradent en 5’ AMP. L’AMPc 

agit par l’intermédiaire de trois effecteurs : la PKA, EPAC (Exchange protein directly 

activated by cAMP) et les canaux HCN (Hyperpolarization-activated Cyclic Nucleotide-gated 

cation channels). 
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3.5) Les effecteurs de l’AMPc 

 
 
- La PKA  
 
Après activation de l’AC, l’augmentation en AMPc intracellulaire active la PKA. La PKA est 

une kinase composée de 4 sous-unités : deux sous-unités catalytiques et deux sous-unités 

régulatrices. La fixation de l’AMPc sur les sous-unités régulatrices de la PKA induit la 

dissociation des sous-unités catalytiques de la PKA (Figure 8). La kinase peut alors 

phosphoryler des résidus sérines thréonines spécifiques sur ces cibles. La réponse de la PKA 

est aussi régulée par les protéines AKAP (Protéine d’ancrage des PKA), liées aux sous-unités 

régulatrices de la PKA. Le rôle de la PKA est de phosphoryler et d’activer les protéines clés 

du couplage excitation-contraction  tel que les LTCC, RyR, et les protéines du myofilaments 

(Bers, 2002). 

 

 

 

 

Figure 8 Représentation schématique de la structure de la PKA et de son activation. La 
PKA est une holoenzyme constituée de deux sous unités-catalytiques (C) reliées de manière 
non-covalente à un dimère de sous-unités régulatrices (R). Chaque sous-unité régulatrice 
possède deux sites de liaison à l’AMPc (sites A et B). Sous sa forme inactive, seul le site B est 
accessible à l’AMPc. La fixation de l’AMPc sur le site B, induit un changement de 
conformation qui libère l’accès au site A. La liaison de 4 molécules d’AMPc sur les sous 
unités régulatrices libère les sous unités catalytiques. Ces dernières, ainsi activées, 
phosphorylent les résidus sérine et thréonine sur leurs substrats spécifiques. 
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- La protéine EPAC 
 

Les effets de l’AMPc sont classiquement attribués à la PKA. Cependant il existe aussi une 

famille de protéines liant directement l’AMPc et qui s’appelle EPAC (de Rooij et al., 1998 ; 

Kawasaki et al., 1998). Epac est un facteur d’échange pour les petites protéines G Rap 1, Rap 

2 et Ras (de Rooij et al., 1998) (Figure 9). Il existe 2 isoformes de la protéine Epac : Epac1 et 

Epac 2. Chez l’homme, les ARNm codant pour Epac1 sont particulièrement abondants dans le 

cœur, le rein, la thyroïde et les ovaires, et plus faiblement exprimés dans le cerveau (de Rooij 

et al., 1998 ; Kawasaki et al., 1998). Les ARNm codants pour Epac2 sont principalement 

exprimés dans le cerveau ainsi que dans les tissus endocrines (Kawasaki et al., 1998). Epac 

est exprimé dans différents compartiments cellulaires comme le noyau, le cytosol, la 

membrane plasmique et nucléaire et sa localisation varie selon le type cellulaire et le cycle 

cellulaire (Breckler et al., 2011). Epac 1 est fortement exprimé dans les cardiomyocytes de 

ventricules et est localisé dans le sarcolemme et autour du noyau. Epac possède une région N-

terminale liant l’AMPc et un domaine catalytique C-terminal qui est responsable de 

l’activation des petites protéines G Rap1 et Rap2. Suite à la fixation de l’AMPc, Epac catalyse 

l’échange du GDP en GTP sur les petites protéines GTPases Rap, permettant ainsi leurs 

interactions avec leurs effecteurs spécifiques (Figure 9) (Schmidt et al., 2007). Epac régule 

l’exocytose dans différentes types cellulaires (comme par exemple la sécrétion d’insuline ou 

la libération de neurotransmetteur). Il joue un rôle important dans l’adhésion et la formation 

des jonctions cellulaires, dans les processus inflammatoires (en régulant l’adhésion des 

cellules lymphocytaires) et régule la croissance et la prolifération cellulaires. La protéine Epac 

régule le couplage excitation contraction par des effets inotropes positif et en influençant la 

sensibilité du Ca2+ et des myofilaments (Pereira et al., 2007 ; Cazorla et al., 2009). La 

contraction cardiaque est aussi affectée par une augmentation des jonctions communicantes 

qui régulent le passage des ions et de petites molécules. Epac régule aussi la formation de 

jonctions communicantes (Somekawa et al., 2005). Enfin, l’activation de Epac par le 

récepteur β-AR dans les cardiomyocytes induits l’hypertrophie cardiaque (Morel et al., 2005 ; 

Metrich et al., 2008) (Cf. III). 
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Figure 9 Facteur d’échange Epac, nouvelle cible de l’AMPc activant les GTPases Rap. 

Les protéines Epac ont été identifiées il y a une dizaines d’années comme de nouvelles cibles 
de l’AMPc agissant indépendamment de la PKA. Ce sont des facteurs d’échange des GTPases 
de la famille Ras, Rap1 et Rap2. En effet, les GEFs Epac catalysent l’échange du GDP contre 
du GTP sur ces petites protéines G, favorisant ainsi la forme active de Rap qui peut alors 
activer ses effecteurs. 
 

 

 

 

 

- Les canaux HCN 
 

Les canaux HCN sont des canaux voltage-dépendants, activés par une hyperpolarisation et 

régulés par l’AMPc. Chez les vertébrés, la famille des canaux HCN est composée de quatre 

membres (HCN1-4). Les canaux HCN détectés au niveau du cœur sont HCN 1, 2 et 4. Le 

courant associé à ces canaux est connu sous le nom du courant If ou courant pacemaker (Biel 

et al., 2002 ; Mangoni et Nargeot, 2008). 
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3.6) La PLC (phospholipase C) 

 

Chez les mammifères, il existe 6 familles d’enzymes PLC (PLCβ, γ, δ, ε, ζ et η) qui sont 

divisées en 13 isoformes chez l’homme (Bunney et Katan, 2011). L’activation des α1ARs par 

les catécholamines induit le recrutement à la membrane et l’activation de la protéine PLCβ via 

la protéine Gq. La PLCβ hydrolyse alors le PIP2 (phosphatidylinositol 4,5 biphosphate) en 

diacylglycérol (DAG) et inositol 1,4,5-triphopshate (IP3) (Hubbard et al., 2006 ; Rhee, 2001). 

- L’IP3, en se fixant sur les récepteurs à l’IP3 (IP3R) du réticulum sarcoplasmique, 

induit le relargage du Ca2+ dans le cytoplasme et l’activation de protéines Ca2+ dépendantes.   

- Le DAG active plusieurs isoformes de la sérine thréonine kinase PKC, composée 

d’un domaine régulateur et d’un domaine catalytique. Il y a trois familles principales de PKC 

(Naruse et King, 2000) :  

- les conventionnelles (PKC α, β et γ): qui sont dépendantes du Ca2+ et du DAG 

- les nouvelles (PKCδ, ε, η, et θ): sont indépendantes du Ca2+ mais sont activées par le DAG. 

- les atypiques : sont indépendantes du Ca2+ et du DAG. 

La PKC joue un rôle dans l’apoptose, la nécrose et la transcription des gènes de 

l’hypertrophie (Duquesnes et al., 2011 ; Simpson et al., 1991). L’isoforme PKCα altère la 

contraction cardiaque mais n’a pas d’effet sur la croissance cardiaque in vivo, bien qu’elle 

induise tous les marqueurs de l’hypertrophie cardiaque in vitro (Hahn et al., 2003 ; Braz et al., 

2004). L’isoforme PKCβ joue un rôle dans la contraction, l'hypertrophie, la croissance des 

cardiomyocytes (Wakasaki et al., 1997). La PKCδ participerait à la dysfonction cardiaque 

(Chen et al., 2001). Un des traitements de l’infarctus du myocarde est la reperfusion de 

l’artère coronaire occluse, mais il produit des lésions. Les inhibiteurs de la PKCδ préviennent 

les lésions de la reperfusion dans un modèle porcin d’infarctus du myocarde aigu in vivo en 

inhibant en partie l’apoptose (Inagaki et al., 2003). Des souris surexprimant la PKCε ou un 

activateur spécifique de la PKCε dans le myocarde, ont également une masse ventriculaire 

augmentée avec une fonction myocardique normale suggérant que la PKCε induit une 

hypertrophie cardiaque fonctionnelle de type physiologique (Mochly-Rosen et al., 2000 ; 

Takeishi et al., 2000). 

Après avoir vu les protéines clés impliquées dans la régulation cardiaque, nous allons étudier 

l’hypertrophie cardiaque et ces différents stimuli et conséquences, ainsi que l’insuffisance 

cardiaque et ces traitements. 
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II - Hypertrophie et insuffisance cardiaque 

 

1 – Hypertrophie cardiaque 

 

1.1) Définition 

 

L’hypertrophie cardiaque (HC) est un processus d’adaptation qui se développe en réponse à 

une surcharge de travail hémodynamique. Elle se traduit par un remodelage cardiaque qui 

conduit à une augmentation de la masse musculaire myocardique permettant de normaliser la 

pression exercée sur la paroi du myocarde et d’améliorer la capacité de pompage du cœur 

(Heineke et Molkentin, 2006 ; Swynghedauw, 2006) (Figure 10 et Figure 12). L’HC adapte le 

cœur à de nouvelles conditions de travail en multipliant les protéines contractiles et en tentant 

de réduire l’étirement de la paroi. Au niveau histologique, l’HC est caractérisée par une 

augmentation de la taille des myocytes sans hyperplasie (prolifération cellulaire). De 

multiples stimuli biomécaniques, neurohormonaux et génétiques peuvent être responsables 

d’une HC dont on distingue généralement deux formes : l’hypertrophie physiologique et 

l’hypertrophie pathologique.  

 

 1.2) Caractéristiques de l’hypertrophie cardiaque 

 

Dans un premier temps, l’hypertrophie est fonctionnelle et compensatoire en augmentant la 

force développée par les ventricules. Néanmoins, elle devient délétère et représente un risque 

majeur de morbidité et mortalité dans les pays industrialisés car elle conduit à l’insuffisance 

cardiaque (Gardin et al., 2004). L’HC est un facteur de risque pouvant conduire à l’ischémie, 

l’arythmie et la mort subite.  

L’hypertrophie cardiaque compensée, dite physiologique, est associée à une adaptation 

bénéfique car elle augmente les capacités de pompage du cœur. Elle est caractérisée par un 

épaississement uniforme de la paroi des ventricules et du septum, et elle est réversible. Ce 

type d’HC s’observe lors de la cardiogenèse et de la croissance normale du cœur après la 

naissance,  ainsi que chez les sportifs et peut également survenir pendant la grossesse (Pluim 

et al., 2000). 
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En revanche, l’hypertrophie cardiaque dite pathologique, est très souvent associée à un 

remodelage cardiaque entrainant une dysfonction du ventricule gauche. Ce remodelage a été  

défini par Cohn et al. (2000) comme « l’expression génomique [qui] aboutit à des 

modifications moléculaires, cellulaires et interstitielles qui se manifestent cliniquement par 

des modifications de taille, de formes, et de fonction du cœur au décours d’une atteinte 

cardiaque ». Elle se développe généralement de manière secondaire à une pathologie 

préexistante. Les différents stimuli hypertrophiques induisent deux types d’hypertrophie 

pathologique (Hill et Olson, 2008). 

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

du septum accompagné d’un élargissement des myocytes (Figure 10) (Hunter et Chien, 1999). 

Elle se développe en réponse à une augmentation chronique et excessive de la post-charge 

(résistance rencontrée lors de l’éjection systolique). La surcharge de pression entraîne une 

augmentation du diamètre des myocytes sans modification significative de leur longueur. Une 

réorganisation et une synthèse de nouveaux sarcomères en parallèle, conduisant à un 

épaississement des cardiomyocytes, permet une augmentation de la force développée par les 

ventricules. L’hypertrophie concentrique s’observe le plus souvent dans les cas d’hypertension 

artérielle chronique ou de sténose des valves aortiques (Towbin et Bowles, 2002 ; Barry et 

Townsend, 2010).  

-L’hypertrophie excentrique est caractérisée par une dilatation de la cavité ventriculaire qui 

permet d’augmenter le volume des ventricules et de maintenir (dans un premier temps) le 

volume de sang éjecté. Ce phénotype est associé à une élongation des cardiomyocytes (Figure 

10) (Hunter et Chien, 1999). Elle est induite par une augmentation de la pré-charge 

(distension des cardiomyocytes lors de la diastole). Elle entraîne une faible augmentation du 

diamètre des cellules et une augmentation significative de leur longueur. Une réorganisation 

et une synthèse de nouveaux sarcomères en série conduit à un allongement des 

cardiomyocytes, améliorant la force de contraction. L’hypertrophie excentrique s’observe 

dans les cardiomyopathies dilatées, la régurgitation mitrale ou après infarctus du myocarde 

(Towbin et Bowles, 2002 ; Barry et Townsend, 2010). 
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Figure 10 Schéma représentant la morphologie des cardiomyocytes dans les différents 
types d’hypertrophie cardiaque (D’après Hunter et Chien, 1999). Au niveau cellulaire 
l’hypertrophie cardiaque est caractérisée par une augmentation de la taille des 
cardiomyocytes. Selon le type d’hypertrophie, physiologique, concentrique ou excentrique, la 
morphologie des cellules n’est pas la même. Dans le cas des hypertrophies pathologiques, ces 
changements morphologiques sont associés à la réexpression des gènes fœtaux tels que les 
gènes de l’α-actine squelettique, de la chaîne lourde de la myosine ou encore le peptide 
natriurétique ANF. 
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2)- Diversité des stimuli hypertrophiques 

  

Les stimuli de l’hypertrophie cardiaque peuvent avoir plusieurs origines : des facteurs 

mécaniques ou hormonaux. Lorsque les cellules myocardiques perçoivent un stress provenant 

d’un étirement ou des signaux neuro-hormonaux, une réponse se met en place pour augmenter 

la force de contraction. A long terme, cela peut conduire à l’hypertrophie cardiaque.  

 

2.2.a) Facteurs mécaniques  

 

L’application de forces sur un organe entraîne une réponse cellulaire. Lors du cycle cardiaque, 

le cœur est en permanence soumis à des variations de pression auxquelles il doit s’adapter. 

L’augmentation continuelle de la surcharge de pression hémodynamique étire les fibres et le 

sarcomère. Une réponse se met alors en place pour améliorer la force de contraction. Tout 

d’abord le stress mécanique est perçu grâce à différents senseurs mécaniques incluant : les 

canaux sensibles à l’étirement qui régulent les courants ioniques ; la titine (protéine liée au 

myofilament qui régule l’élasticité des sarcomères) ou encore les intégrines (protéines 

permettant la liaison du cytosquelette à la matrice extracellulaire) (Linke, 2008 ; Liu et al., 

2000) (Figure 11). Les intégrines transmettent le signal d’étirement par l’intermédiaire des 

protéines du cytosquelette telle que l’α-actinine, et peuvent aussi participer à la libération 

autocrines/paracrines d’hormones, ainsi qu’à la transactivation des récepteurs de facteurs de 

croissances. En effet, lors de stress mécanique, les facteurs de croissance sont sécrétés. 

D’autre part, certaines voies de signalisation comme celle de l’endothéline ou de 

l’angiotensine II sont activées par la libération de facteurs autocrines/paracrines ou par les 

protéines impliquées dans l’adhésion de la cellule à son support (van Wamel et al., 2001). La 

dernière phase de la réponse musculaire à l’étirement est l’augmentation de la synthèse 

protéique. En effet, la phosphorylation des facteurs de croissance, activera les protéines 

régulatrices du cytoplasme, qui migreront dans le noyau pour réguler la transcription des 

gènes pouvant mener à l’hypertrophie cardiaque.  
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Figure 11 Les intégrines (D’après Brancaccio et al., 2006). Les intrégrines permettent la 
liaison du cytosquelette à la matrice extracellulaire. Le sarcomères est ancré aux intégrines à 
la membrane plasmique via les protéines du disque Z et l’α-actinine. 

 

2.2.b) Facteurs hormonaux 

 

Le stress mécanique provoque des signaux paracrines et autocrines qui induisent la synthèse 

et la production de puissants facteurs de croissance comme le facteur de croissance 1 à 

l’insuline (IGF1) ou l’AngII. En effet, la production d’IGF1 est augmentée chez des sportifs 

comparés aux sujets contrôles, mais ce n’est pas le cas pour la production de l’AngII ou de 

l’ET-1 (Neri Serneri et al., 2001). En revanche, la surcharge de pression est associée à une 

élévation du niveau d’AngII, de catécholamines et d’ET-1 (Schunkert et al., 1990 ; 

Rapacciuolo et al., 2001). La synthèse d’AngII dans le cœur est augmentée chez les patients 

atteints d’insuffisance cardiaque (Serneri et al., 2001). Comme nous l’avons aussi vu 

précédemment, les hormones (comme par exemple les catécholamines) agissent sur la 

fonction cardiaque en se fixant sur les récepteurs tels que les récepteurs ARs, les récepteurs de 

l’angiotensine ou les récepteurs de l’endothéline, qui une fois stimulés, induisent une réponse 

cellulaire allant jusqu’à la régulation de l’expression génique. Lorsque cette stimulation est 

chronique, cela peut entraîner l’hypertrophie cardiaque (Cf. I 3.1).  
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3)-Remodelage cardiaque ventriculaire 

 

Le remodelage qualifie un changement qui résulte d’un réarrangement de structures 

existantes. Bien que le remodelage ne soit pas nécessairement représentatif d’un état 

pathologique, celui du myocarde est habituellement observé lors de conditions pathologiques. 

Il sert d’adaptation à la fonction cardiaque. Le remodelage concerne les deux éléments du 

système cardiovasculaire : le myocarde et les vaisseaux. Dans l’hypertrophie cardiaque, c’est 

majoritairement un remodelage du ventricule gauche. Quand les capacités d’adaptation sont 

dépassées, la fraction d’éjection du ventricule gauche diminue et l’insuffisance ventriculaire 

gauche apparaît. Ce remodelage cardiaque est accompagné d’une augmentation de la masse et 

du volume du ventricule gauche, ainsi qu’un changement de sa forme. Ce processus est 

asymétrique. 

 

3.1) Modification des protéines contractiles 

 

Dans le myocyte, de nouvelles protéines contractiles sont synthétisées et de nouveaux 

sarcomères réorganisés. L’HC est caractérisée par une modification des isoformes des 

protéines contractiles par le programme génique fœtal, ainsi que par une modification de leur 

régulation qui affectent la vitesse de contraction et de relaxation des myofibrilles 

(Swynghedauw, 2006). Lors de stimuli hypertrophiques, les gènes codant pour des isoformes 

de protéines fœtales, comme la chaine lourde de la β-myosine ou l’actine α-squelettique, sont 

surexprimés (Schwartz et al., 1986). Au contraire les isoformes adultes correspondantes, l’α-

MHC (chaine lourde de myosine) et l’α-actine cardiaque, sont diminués (Swynghedauw, 

1999). Il a été mis en évidence une diminution de l’expression de l’isoforme α-MHC chez des 

patients atteints d’insuffisance cardiaque, bien que cette isoforme soit exprimée de façon 

minoritaire dans le tissu ventriculaire humain à l’âge adulte (Miyata et al., 2000).  Les effets 

de ces modifications sur la fonction cardiaque chez l’homme restent toutefois à déterminer.  

La phase décompensée de l’HC est également caractérisée par un changement de l’état de 

phosphorylation des protéines contractiles, telles que la chaîne légère de la myosine, la TnI ou 

la protéine cMyBP-C, qui diminue la sensibilité des myofilaments au Ca2+ et altère la vitesse 

de contraction et de la relaxation des myofibrilles (Layland et al., 2005 ; El-Armouche et al., 
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2007). Notons également que de nombreuses cardiomyopathies sont associées à des mutations 

de ces différentes protéines contractiles (Richard et al., 2003) 

L’HC altère aussi l’expression, la structure et la fonction de protéines régulant le cycle du 

Ca2+. Dans la phase décompensée de l’HC, cela se traduit par la déplétion des stocks calciques 

du RS ainsi qu’un prolongement de la transitoire calcique qui ralentit la contraction et la 

relaxation cardiaques. Ces anomalies sont principalement liées à un défaut du repompage du 

Ca2+ dans le RS et une fuite de ce Ca2+ par le canal RyR2 (Yano et al., 2005 ; Bers, 2008). 

Des anomalies de l’activité des LTCC participent également aux troubles de l’homéostasie 

calcique (Bers, 2008). Ainsi, la transition de l’hypertrophie à l’insuffisance cardiaque est 

souvent associée à une dérégulation du calcium intracellulaire (Molkentin, 2004). 

Par ailleurs le peptide facteur atrial natriuretique (ANF pour atrial natriuretic factor) et le 

peptide natriuretique de type B (BNP), sont aussi rapidement surexprimés dans le ventricule 

en réponse à la distension anormale des ventricules lors de l’HC (Mercadier et al., 1989). Ces 

marqueurs de stress et de l’hypertrophie cardiaque, diminuent la surcharge artérielle par 

vasodilatation et natriurese. Ainsi, l’expression de l’isoforme β-MHC, de l’actine α 

squelettique et de l’ANF ou du BNP, sont des marqueurs d’hypertrophie couramment utilisés 

dans les modèles d’HC.  

 

3.2) Modification de la matrice extracellulaire et de la fibrose 

 

Le remodelage de la matrice extracellulaire (MEC) et le développement de la fibrose liée à 

l’accumulation du collagène sont des évènements majeurs du remodelage ventriculaire (Cohn 

et al., 2000). Ils résultent des actions paracrines et autocrines des facteurs de croissance et des 

médiateurs neurohormonaux. En effet, leur régulation se fait majoritairement par le système 

rénine-angiotensine et l’aldostérone. Les principales protéines de structure de la matrice sont 

les collagènes de type I et III. Leur production est assurée par les fibroblastes après avoir 

augmenté en taille et proliféré, et leur dégradation est indispensable au remodelage de la 

MEC. La réorganisation de la MEC et le développement de la fibrose contribue alors à la 

rigidité et à la dysfonction myocardique (Brower et al., 2006). Ces modifications sont perçues 

par les cardiomyocytes par l’intermédiaire des récepteurs liant les éléments de la MEC, telles 

que les intégrines, qui altèrent la transcription génique et activent les gènes pro-

hypertrophiques. Enfin, l’activation de l’enzyme collagenase, contribue à la diminution de 

myocytes. 



 41 

3.3) Modification liée à l’apoptose 

 

La mort cellulaire programmée, ou apoptose, est un élément important du processus général 

de remodelage dans la phase de transition de l’hypertrophie à l’insuffisance cardiaque, voie 

finale de l’HC (Haunstetter et Izumo, 2000 ; Kang et al., 2000). L’apoptose désigne une 

séquence d’altérations morphologiques comprenant la condensation du cytosol et du noyau, la 

fragmentation de l’ADN (acide désoxyribonucléique), le bourgeonnement de la membrane 

plasmique et une perte de l’asymétrie membranaire. Les corps apoptotiques ainsi formés sont 

éliminés par les macrophages. L’apoptose résulte d’un déséquilibre entre les signaux de mort 

et les signaux de survie. Les signaux de mort sont stimulés par deux voies distinctes : la voie 

intrinsèque (ou mitochondriale) et la voie extrinsèque induite par les récepteurs membranaires 

(récepteurs du TNFα (facteur de nécrose tumorale), Fas), qui aboutissent à l’activation des 

protéases à cystéines, ou caspases, et au clivage de divers substrats associés à la survie. 

L’apoptose, due à une augmentation des cytokines circulantes (TNFα) et de l’AngII, marque 

la transition de la période compensée de l’HC à la défaillance cardiaque. Elle s’observe 

également au cours de l’ischémie. 

 

3.4) Modification des récepteurs β-adrénergiques 

 

L’HC est caractérisée par une activation chronique et excessive du système sympathique qui 

se traduit par une augmentation du taux de catécholamines circulantes et une modification de 

l’expression des récepteurs β-ARs. 

Lors de l’insuffisance cardiaque, les récepteurs β1-ARs  sont désensibilisés, diminuant ainsi 

l’efficacité du signal générer à la membrane (Bristow et al., 1982 ; Port et Bristow, 2001). Ce 

mécanisme implique, les protéines kinases GRK (kinase des récepteurs couplés aux protéines 

G) spécifiques de ces récepteurs qui phosphorylent les récepteurs β-ARs. Cette 

phosphorylation entraîne une augmentation de l’affinité des β-ARs pour les β-arrestines, 

protéines cytosoliques qui régulent la désensibilisation des β-ARs. La diminution de 

l’expression des β1-ARs (d’environ 50%) est corrélée à la sévérité de la maladie et entraîne 

une diminution de la contraction. Le niveau d’expression des β2-ARs, quant à lui, reste 

inchangé. Enfin, au niveau de l’apoptose, les récepteurs β1-ARs ont des effets pro-

apoptotiques et les récepteurs β2-ARs ont des effets anti-apopotique (Lohse et al., 2003). 
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L’expression et la résistance à la désensibilisation des récepteurs β3-ARs augmentent (Cheng 

et al., 2001 ; Moniotte et al., 2001). En effet, ces récepteurs ne possèdent pas les sites de 

déphosphorylation impliqués dans la désensibilisation du récepteur β. Les récepteurs β3-ARs 

contribuent donc à la diminution de la contraction cardiaque lors de l’HC.  

 

4)- Insuffisance cardiaque 

 

4.1) Définition 

 

L’hypertrophie maladaptative peut progresser en insuffisance cardiaque (IC) qui est définie 

comme l’incapacité du cœur à maintenir au repos et à l’effort un débit suffisant pour répondre 

aux besoins métaboliques de l’organisme (Swynghedauw, 2006). L’IC est un risque majeur de 

morbidité et mortalité dans les pays industrialisés et constitue un problème majeur de santé 

publique. En effet, elle affecte près de 4% de la population avec une prévalence de 10-20 % 

chez les personnes âgées de 70 à 80 ans, et atteint plus particulièrement les hommes. Par 

ailleurs, la mortalité liée à l’IC, bien que diminuée grâce à divers traitements, reste élevée 

avec 50% des patients qui décèdent dans les 4 ans suivant le diagnostique de l’IC (Dickstein 

et al., 2008). 

 

4.2) Caractéristiques de l’insuffisance cardiaque 

 

L’IC est l’aboutissement de la plupart des maladies cardiaques mais elle est principalement 

causée par l’ischémie myocardique. Elle est la conséquence directe d’un remodelage 

cardiaque et elle est caractérisée par une altération de l’hémodynamisme, de la consommation 

d’oxygène et de la capacité à l’exercice (Figure 12).  

La sévérité de la maladie est évaluée selon des symptômes fonctionnels sur l’échelle de 

l’association de NYHA (« New York Heart Association »). La transition d’une HC vers une 

IC peut survenir à cause de trois raisons : 

- l’incapacité de s’adapter plus à la surcharge de travail  

- l'aggravation de la fonction diastolique par la fibrose et l'apparition d'une arythmie 

- la perte de masse musculaire due à la mort cellulaire. 
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Les principaux signes cliniques de l’IC sont une fatigue/et ou l’apparition d’une dyspnée 

(difficulté respiratoire) au repos et dans l’effort, diminution de la fonction cardiaque. La 

présence d’autres signes cliniques (congestion pulmonaire, atteinte hépatique ou rénale, 

syndrome de bas débit cardiaque…) est souvent liée aux conséquences de l’IC et représente 

un élément de gravité (Dickstein et al., 2008).  

Beaucoup de voies de signalisation régulant l’hypertrophie sont impliquées dans le 

développement de l’insuffisance cardiaque, mais elle peut aussi se développer de manière 

indépendante à partir de l’apoptose des cardiomyocytes ou d’une dérégulation calcique.  

 

 

Figure 12 Remodelage ventriculaire survenant au cours de l’hypertrophie et de 
l’insuffisance cardiaques (D’après Hill, 2003). En réponse à une surcharge hémodynamique, 
le myocarde s’adapte en augmentant sa masse musculaire afin de diminuer la pression 
s’exerçant sur les parois des ventricules et afin d’assurer un débit sanguin suffisant pour 
subvenir aux besoins de l’organisme. Ce processus appelé hypertrophie cardiaque, est 
caractérisé au niveau cellulaire par une augmentation de la taille des cardiomyocytes et de la 
synthèse protéique, une accumulation et une réorganisation des myofibrilles ainsi que la 
réexpression de gènes fœtaux. Cette hypertrophie est dite pathologique dans la mesure où, à 
long terme, ce remodelage ventriculaire devient délétère et altère la fonction cardiaque qui 
décline progressivement vers l’insuffisance cardiaque, un risque majeur de mortalité. Cette 
phase décompensée de l’HC est caractérisée par une dilatation des chambres ventriculaires 
ainsi qu’une fibrose et une mort cellulaire importantes qui contribuent à la dysfonction 
myocardique. 
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5) Traitement de l’IC  

 

L’objectif du traitement médical de l’insuffisance cardiaque est de freiner la progression de la 

maladie, d’améliorer l’espérance et la qualité de vie des malades, de diminuer les symptômes 

et de réduire les hospitalisations à répétition. Actuellement, la base actuelle du traitement 

associe trois classes thérapeutiques : les IEC (inhibiteurs de l’enzyme de conversion), les 

diurétiques et les bêta-bloquants, pour diminuer les actions neurohormonales. 

 

1) Les IEC  

L’enzyme de conversion transforme l‘angiotensine I en angiotensine II (peptide actif) et la 

bradykinine en peptide inactif. Les IEC sont des inhibiteurs compétitifs de l’enzyme de 

conversion (Figure 5). Ils agissent au niveau des reins en bloquant la synthèse de 

l’angiotensine II qui est un puissant vasoconstricteur et qui stimule la libération d’aldostérone 

(rétention hydro-sodée) par la cortico-surrénale. Ils inhibent la dégradation de la bradykinine, 

qui a des effets vasodilatateurs, l’augmentation de la libération de noradrénaline (effet pré-

synaptique) induite par l’angiotensine II, la stimulation de la croissance cellulaire et la 

production de collagène par les fibroblastes. Le traitement avec des IEC induit une baisse de 

la pression artérielle ainsi qu’une augmentation de la fonction ventriculaire, de la capacité à 

l’effort, de l’activation neuro-hormonale et une augmentation de l’espérance de vie des 

patients. Les inhibiteurs de l’enzyme de conversion ont des effets antihypertenseurs, anti-

ischémiques et vasodilatateurs dans le traitement de l’insuffisance cardiaque.  

 

2) Les médicaments diurétiques 

Les médicaments diurétiques augmentent l’élimination urinaire de sodium, pour diminuer la 

volémie et la surcharge sodique de l’organisme, permettant de diminuer la pression artérielle. 

Ils sont incontournables dans le traitement de l’IC congestive ou de l’œdème aigu du poumon 

car il existe chez l’insuffisant cardiaque une altération de la capacité du rein à éliminer le 

sodium.  
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3) Les bêta-bloquants 

Les bêta-bloquants inhibent le système sympathique et les effets du système adrénergique. 

Certains bêta-bloquants inhibent à la fois récepteurs β1-ARs et les récepteur β2-ARs, d’autres 

inhibent seulement les récepteurs β1-ARs. Leurs effets ont été montrés pour baisser la 

production de rénine (Campbell et al., 2001). Les bêta-bloquants ont des effets 

antihypertenseurs, anti-ischémiques, protecteurs myocardiques, antiarythmisants et 

bradycardisants (diminution de la fréquence cardiaque). La première utilisation en cas 

d’insuffisance cardiaque date de 1975 (Waagstein et al., 1975). Tous les bêta-bloquants n'ont 

cependant pas été étudiés dans cette indication : seuls le métoprolol, le bisoprolol, le 

nébivolol et le carvédilol ont prouvé une efficacité en cas d'insuffisance cardiaque (1999a ; 

1999b ; Packer et al., 1996 ; Flather et al., 2005). Les essais réalisés avec les différents bêta-

bloquants sur patients, démontrent tous une réduction de la mortalité de l’ordre de 30-35%. 

 

4) Les inotropes positifs 

Les agonistes beta-ARs induisent un effet inotrope positif important (augmentation de la force 

des contractions cardiaques du muscle cardiaque isolé pouvant atteindre 100 %), mais sont 

soumis à la tachyphylaxie de par le phénomène de désensibilisation des récepteurs. Les 

inotropes positifs ont un effet sur les symptômes et la qualité de vie mais à long terme, leur 

efficacité s’atténue, le risque arythmogène augmente et l’espérance de vie diminue (Felker et 

O’Connor, 2001).  

Le levosimendan représente le chef de file d’une nouvelle classe d’agents inotropes positifs 

qui agissent en se liant à la troponine C, augmentant ainsi la sensibilité des protéines 

contractiles au calcium et la force de contraction.  

La digoxine, qui a été utilisée dès le XVIIIème siècle, est un dérivé de la fleur digitale. Les 

digitaliques induisent un effet inotrope positif en inhibant la pompe Na+/K+ ATPase, 

provoquant une accumulation de sodium intracellulaire, ce qui stimule l’échangeur Na+-Ca+ et 

augmente la concentration calcique intracellulaire. Le taux élevé de Ca2+ fait augmenter la 

contractilité du myocarde. Elle diminue la fréquence cardiaque, de ce fait elle est utilisée chez 

des patients au cours de la fibrillation auriculaire.  
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5) Les antagonistes des récepteurs de l’angiotensine II (ARA2) 

Les antagonistes des récepteurs AT1 ont des effets semblables à ceux des IEC, mais ils 

n’inhibent pas les récepteurs AT2 qui ont peut être un rôle bénéfique et ils n’inhibent pas la 

dégradation de la bradykinine. Les sartans (ARA2) sont des antagonistes des récepteurs AT1 

de l’angiotensine II. Ils entraînent souvent une diminution de la pression artérielle. 

 

6) Les antagonistes de l’aldostérone 

Un des facteurs qui contribue à la rétention d’eau et de NaCl est l’aldostérone. Elle est 

fabriquée par les glandes cortico-surrénales principalement en réponse à une stimulation par 

l’angiotensine II (Figure 5) ou à une élévation de la kaliémie (concentration de potassium 

dans le plasma sanguin). L’aldostérone augmente lors de l’IC.  

L'éplérénone (INSPRA®), un antagoniste sélectif du récepteur de l'aldostérone, est indiqué 

en complément du traitement standard incluant les bêta-bloquants pour réduire le risque de 

morbi-mortalité cardiovasculaire chez les patients stables présentant une dysfonction 

ventriculaire gauche (Pitt et al., 2003). 

 

 

Un futur traitement envisagé pour l’insuffisance cardiaque est la thérapie génique cardiaque. 

En effet, des essais concluant de thérapie génique avec les gènes SERCA2 ont été fait chez le 

rat, et même chez l’homme (Niwano et al., 2008 ; Jaski et al., 2009). Chez le rat, quinze jours 

après un infarctus du myocarde, un vecteur lentivirus contenant le gène SERCA2 a été délivré 

dans le cœur par injection intracoronaire et cette injection de SERCA2 a protégé la dilatation 

ventriculaire gauche (Niwano et al., 2008) .  

En cas d’IC réfractaire au traitement médical avec dysfonction ventriculaire gauche systolique 

sévère, le traitement à long terme est la transplantation cardiaque, c’est pourquoi il est 

important de continuer de chercher de nouveaux médicaments. 
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III - Voies de signalisation de l’hypertrophie card iaque 

 

Le remodelage cardiaque à l’origine de l’IC débute par une suractivation des récepteurs 

membranaires impliqués dans la régulation de la fonction et de la croissance cardiaques. Ces 

récepteurs activent des voies de signalisation qui aboutissent à l’altération de gènes 

conduisant à une prolifération cellulaire ou une diminution de la contraction cardiaque, et 

induisent la réponse hypertrophique. Après avoir décrit l’implication des récepteurs α-ARs et 

β-ARs dans le remodelage cardiaque, je présenterai ici les effecteurs impliqués dans l’HC 

telles que les petites protéines G, les MAPKs (Mitogen-activated protein kinases), la 

calcineurine et la CaMKII (kinase Ca2+/calmoduline-dépendante de type II).  

 

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

cardiaque 

 

1.a) Les récepteurs α-adrénergiques dans l’hypertrophie cardiaque  

 
L’activation chronique des récepteurs α-ARs via la libération de catécholamines par le 

système nerveux sympathique conduit à la mise en place de la réponse hypertrophique. Lors 

de l’IC, la densité de récepteur α1-ARs reste inchangé (Bristow et al., 1988). La stimulation 

des récepteurs α-ARs accroît la taille des cardiomyocytes ventriculaires de rats nouveaux nés 

(Simpson et al., 1982 ; LaMorte et al., 1994). De plus, l’activation des récepteurs α1-ARs 

augmente les niveaux des ARNm qui codent pour les gènes exprimés lors des premiers stades 

de développement ou de l’HC induite par surcharge de pression : c-myc, α-actine ou le β-

MHC et l’expression des protéines myofibrilles (Starksen et al., 1986 ; Waspe et al., 1990 ; 

Shannon et al., 2006).   

Les récepteurs α1-ARs augmentent et préservent la contraction cardiaque lors de l’HC et 

protège de l’apoptose (Perez et Doze, 2011). Il existe deux sous-types de récepteurs α1-ARs, 

qui ont des effets distincts (Knowlton et al., 1993 ; Autelitano et al., 1998). L’ARNm des 

récepteurs α1A-ARs est plus abondant que celui des  récepteurs α1B-ARs dans le cœur humain 

sain ou insuffisant (Jensen et al., 2009). Les  récepteurs α1A-ARs réguleraient l’hypertrophie 

adaptative et compensatoire (via la voie ERK(extracellular signal-regulated kinase)/Ras) alors 
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que les récepteurs α1B-ARs induiraient l’hypertrophie de type maladaptative (via la voie Gq) 

(Lemire et al., 2001 ; O'Connell et al., 2006 ; Xiao et al., 2001).  

Tableau 2 Phénotypes de souris génétiquement modifiées pour les récepteurs α-ARs 

Souris KO Souris Transgéniques (surexpression) 

α1b 

HC et activation 
des voies pro-

hypertrophiques 
(CaN, ERK) 

(Lemire et 
al., 

2001;Benoit 
et al., 2004) 

KO α1B 

Prévient du 
remodelage 

cardiaque induit 
par stimulation 
adrénergique 

indépendamment 
de la surcharge de 

pression 

(Vecchione 
et al., 
2002) 

α1b 

Pas d’HC 
mais apparition 

d’une 
dysfonction 
ventriculaire  

(Akhter et 
al., 

1997;Grupp 
et al., 1998) 

KO α1a 
Diminution de la 

contraction 
cardiaque 

(Tanoue et 
al., 2002) α1a 

Pas d’HC 
mais expression 

d’ANF 
augmentée 

(Lin et al., 
2001) 

Double KO 
α2 

Augmentation de 
la masse 
cardiaque 

(Hein et 
al., 1999) 

α1b activé par la 
PE 

Sévère HC, 
cardiomégalie, 

fibrose, 
réexpression de 
gènes fœtaux, et 
taux de mortalité 

important 

(Iaccarino 
et al., 2001) 

Double KO 
α1a et α1B  

Croissance et débit 
cardiaque réduits 

(pour les ♂)* 

(O'Connell 
et al., 
2003) 

 

forme 
constitutivement 
active de α1a  ou 

α1b 

HC adaptative 
pour α1a et 

pathologique 
pour α1B 

(Milano et 
al., 1994b ; 
Wang et al., 

2000 ; 
Perez et 

Doze, 2011) 

forme 
constitutivement 

active de α1a 

HC adaptative 
car les souris 
sont protégées 
de l’ischémie 

(Rorabaugh 
et al., 2005) 

Double KO 
α1a et α1B 

avec TAC 
(2semaines) 

Taux  de mortalité 
aggravé (pour les 

♂)* 
 fibrose et 
apoptose 

augmentés 
Gènes fœtaux non 

réexprimés  

(O'Connell 
et al., 
2003 ; 

O'Connell 
et al., 
2006) 

La forme 
constitutivement 

active de α1b 

HC évoluant 
rapidement en 
IC suite à une 
surcharge de 

pression 

(Zuscik et 
al., 2001) 

Conclusion  

α1 sont importants dans la croissance et le maintien de la fonction cardiaque 
après la naissance  

- α1a  est nécessaire pour une réponse adaptative au stress cardiaque 
-α1b induit l’hypertrophie maladaptative  

 
*Ces changements n’ont été observés que chez les mâles. Les femelles ont une activation du 
tonus sympathique plus faible et leur croissance cardiaque est moins dépendante de 
l’activation des récepteurs α1a. 
ANF : Atrial natriuretic factor ; CaN : calcineurine ; HC : hypertrophie cardiaque ; IC : 
insuffisance cardiaque ; KO : Knock out ; PE : phénylephrine 
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1.b) Les récepteurs  β-adrénergiques dans l’hypertrophie cardiaque 

 

L’HC et l’IC sont caractérisées par une suractivation du système β-AR. Initialement, cette 

suractivation des β-ARs présente des effets bénéfiques sur la fonction cardiaque car elle 

augmente la fréquence et la contractilité du myocarde à travers l’activation de la voie 

AMPc/PKA qui stimule le CEC. Cependant, de nombreuses études ont en effet montré qu’une 

activation soutenue des β-ARs produit des effets délétères qui conduisent à une hypertrophie 

cardiaque, une dysfonction ventriculaire gauche et une IC (Towbin et Bowles, 2002 ; Lohse et 

al., 2003). La cardiotoxicité est surtout régulée par les récepteurs β1-ARs alors que les 

récepteurs β2-ARs ont plutôt un rôle cardioprotecteur (Zheng et al., 2005 ; Bernstein et al., 

2011).  

 

Ces effets ont notamment été mis en évidence par différents modèles de souris transgéniques. 

Les souris KO β1-ARs sont létales à l’état embryonnaire et leur performances cardiaques sont 

altérées (Rohrer et al., 1996). Les cardiomyocytes des souris surexprimant les récepteurs β1-

ARs ont un remodelage cardiaque identique à celui d’une hypertrophie, avec de la fibrose. 

Les souris surexprimant les récepteurs β1-ARs sous le promoteur α-MHC développent à un 

jeune âge une cardiomyopathie dilatée et une IC (Engelhardt et al., 1999). Chez ces souris 

transgéniques, une apoptose accrue associée à une augmentation des protéines pro-

apoptotiques est également observée (Bisognano et al., 2000). De nombreux travaux montrent 

également les effets néfastes d’une stimulation chronique des β1-ARs sur le taux d’apoptose 

(Communal et al., 1999 ; Zhu et al., 2003 ; Wang et al., 2004 ; Patterson et al., 2004). Par 

ailleurs, une activation soutenue des β-ARs dans des cœurs intacts mime l’IC en réactivant le 

programme génique fœtal (Lowes et al., 2002 ; Boluyt et al., 1995). 

 

A l’inverse, les souris déficientes pour le récepteur β2-AR montrent un développement et des 

fonctions cardiovasculaires normales, ainsi qu’une capacité à l’exercice accrue par rapport 

aux souris WT (Chruscinski et al., 1999). La surexpression des β2-ARs dans le myocarde de 

souris accroît la contraction et la fonction cardiaque sans augmenter la mortalité des animaux 

suggérant un rôle protecteur des β2-ARs dans l’IC (Liggett et al., 2000 ; Patterson et al., 2004 ; 

Milano et al., 1994a). Il a également été montré que la stimulation chronique des β2-ARs 

active la voie anti-apoptotique PI3K/Akt par l’intermédiaire de la protéine Gi, favorisant ainsi 

la survie cellulaire (Zhu et al., 2001). Cependant, les souris ayant une forte surexpression du 
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récepteur β2-AR développent rapidement une hypertrophie et une insuffisance cardiaque 

(Liggett et al., 2000). Elles présentent une détérioration de la fonction cardiaque après une 

surcharge de pression (Freeman et al., 2001 ; Du et al., 2000). Une faible surexpression des 

récepteurs β2ARs protège de l’IC alors qu’une forte surexpression a un effet délétère et 

similaire à une surexpression des récepteurs β1ARs.   

 

Enfin, les récepteurs β3 sont activés lors de la mise en place de l’HC et la stimulation des β3-

ARs diminue la contraction cardiaque (Gauthier et al., 1998 ; Tilley et Rockman, 2006 ; 

Cheng et al., 2001 ; Moniotte et al., 2001). Les récepteurs β3-ARs ont des effets inotropes 

négatifs. La persistance des effets inotropes négatifs des β3-ARs au cours de l’IC est 

probablement liée au fait que ces récepteurs n’ont pas de sites de phosphorylation par les 

GRKs ou la PKA et sont donc résistants au phénomène de désensibilisation (Liggett et al., 

1993). En revanche, la surexpression spécifique de récepteurs β3-ARs dans le cœur de souris 

augmente la contraction cardiaque via Gs, et diminue l’expression du récepteur β1-AR. Ces 

souris ne développent pas d’hypertrophie ou de fibrose, suggérant un effet cardioprotecteur de 

la stimulation β3-AR dans l’insuffisance cardiaque chronique (Kohout et al., 2001 ; Tavernier 

et al., 2003).  

 

2 - Epac dans l’hypertrophie cardiaque 

 

Dans différents modèles d’hypertrophie cardiaque (injection d’isoprénaline, constriction de 

l’aorte  thoracique), l’expression de la protéine Epac 1 augmente dans les cardiomyocytes 

(Ulucan et al., 2007 ; Metrich et al., 2010). Le rôle de Epac a été étudié avec le 8CPT (8-

pCPT-2’-O-Me-cAMP), analogue de l’AMPc qui active spécifiquement Epac (Enserink et 

al., 2002). Les premières évidences suggérant un rôle fonctionnel des GEFs Epac dans les 

cardiomyocytes proviennent d’une étude in vitro de notre équipe, montrant que l’activation 

de Epac1 induit les marqueurs de l’HC tels que la myofibrillogenèse, l’augmentation de la 

taille cellulaire et de la synthèse protéique, ainsi qu’une réexpression de gènes fœtaux dans 

les cardiomyocytes de rats néonataux en culture (Morel et al., 2005). En réponse à une 

stimulation des récepteurs β-ARs, Epac 1 induit une hypertrophie des cardiomyocytes de 

manière AMPc dépendante et PKA indépendante (Figure 13) (Metrich et al., 2008). De 

manière intéressante, l’effecteur classique de Epac 1, Rap1, n’est pas impliqué dans la 

croissance cellulaire induite par Epac 1 (Metrich et al., 2008). L’augmentation de l’ANF via 
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Epac est activé par Rap2B (Metrich et al., 2010). Rap2B peut activer la PLC qui produit de 

l’IP3 et du DAG. L’IP3 libère le Ca2+ de l’enveloppe nucléaire et du RE, et régule ainsi 

l’activité de la CaMKII et du programme hypertrophique (Schmidt et al., 2001 ; Oestreich et 

al., 2007 ; Wu et al., 2006 ; Metrich et al., 2010 ; Breckler et al., 2011).   

Durant le remodelage cardiaque induit par l’HC il y a aussi apparition de fibrose 

tissulaire (Beltrami et al., 1994). Dans des conditions pathologiques comme celles de l’IC, un 

dépôt excessif de collagène se produit dans le myocarde. La cytokine profibrosante TGFβ1 

inhibe l’expression de Epac 1 dans les fibroblastes. La surexpression de Epac1 inhibe TGFβ1 

dans les fibroblastes cardiaques (Yokoyama et al., 2008). Une diminution de l’expression 

d’Epac est donc requise pour la réponse profibrotique et après infarction du myocarde. Epac 

inhibe l’expression de collagène de type I et III et donc pourrait reverser la fibrose des tissus. 

Au cours de l’hypertrophie il y a une dérégulation de la transitoire calcique (Fabiato 

1983 ; Berridge et al., 2003). La stimulation de Epac par le 8CPT pour des cardiomyocytes 

augmente la fréquence de sparks calcique, c’est-à-dire la fréquence d’ouverture des canaux 

du récepteur de la ryanodine RyR2 (Pereira et al., 2007). Epac induit donc des effets 

inotropes positifs. Une augmentation anormale de libération calcique via Epac induit des 

arythmies (Hothi et al., 2008).  

Epac est un activateur des petites protéines G et induit les voies pro-hypertrophiques. 

Ainsi, après activation de Ras, via la voie Epac-Rap2B-PLCε, l’activité de la calcineurine et 

de la CaMKII augmente (Métrich et al., 2008).  
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Figure 13 Voies de signalisation associées à l’hypertrophie cardiaque induite par Epac  
(D’après  Métrich et al., 2010). 

Suite à une stimulation des récepteurs β-ARs et une fois lié à l’AMPc, Epac induit l’activation 
de la PLC, qui hydrolyse le PIP2 en DAG et IP3, entrainant l’activation de la PKC et la 
CaMKII, ces deux kinases sont impliquées dans la contraction et la phosphorylation des 
myofilaments. Epac active les protéines dépendantes du calcium, la calcineurine et la 
CaMKII, qui activent le programme hypertrophique par les facteurs de transcriptions comme 
NFAT ou MEF2. La CaMKII induit aussi la phosphorylation de RyR2, donc une fuite 
calcique, ce qui potentiellement induit des arythmies.  
AC : adénylate cyclase ; AMPc : adénosine 3’,5’monophosphate cyclique ; Ca2+ : calcium ; 
CaMKII : kinase Ca2+/calmoduline-dépendante de type II ; CaN : calcineurine ; DAG : 
Diacylglycérol ; EPAC : Exchange Protein directly Activated by cAMP ; HDAC : histone 
déacétylase ; IP3 : inositol 1,4,5-triphosphate ; MEF2 : myocyte enhancer factor 2 ; NFAT : 
nuclear of activated T cells ; PIP2 : phosphatidylinositol 4,5 biphosphate ; PKC : protéine 
kinase C ; PLC: phospholipase C ; RS : réticulum sarcoplasmique ; RyR : récepteur de la  
ryanodine 
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3 - Les petites protéines G   

 

3-1 Introduction  

 

Les petites protéines G sont monomériques de masse moléculaire d’environ 20-40 kDa. Elles 

sont nombreuses, plus de 150 membres chez l’homme, et régulent une grande variété de 

processus cellulaire comme la division, la migration et la différenciation. Elles sont divisées 

en 5 principales sous familles sur la base de leurs séquences en acides aminés et de leur 

similitude fonctionnelles : Ras, Rho, Rab, ARF (ADP-ribosylation factors) et Ran. 

La majorité de ces protéines ont des modifications lipidiques qui permettent leur adressage à 

la membrane cellulaire. Les petites protéines G agissent comme des interrupteurs 

moléculaires, changeant entre l’état actif lié au GTP et l’état inactif lié au GDP. Dans l’état 

actif, elles interagissent avec un ensemble de protéines effectrices dont la plupart sont des 

kinases (Figure 14). 

 

3-2 Régulation des petites protéines G   

 

 Les petites protéines G présentent une capacité intrinsèque d’hydrolyse du GTP et d’activité 

d’échange GDP-GTP relativement faible, donc des protéines régulatrices sont nécessaires 

pour les activer. Ainsi les GEF (Guanine exchange factor) favorisent l’échange du GDP en 

GTP. L’activité des GEF peut être régulée par un signal en amont comme un RCPG et les 

protéines G hétérotrimeriques. Au contraire les GAP (GTPase activating protein) augmentent 

l’activité intrinsèque d’hydrolyse du GTP, entrainant l’inactivation des GTPase. Ainsi les 

GEF et les GAP sont d’importants régulateurs de l’activité des GTPases. Pour les protéines 

des familles Rab et Rho, il existe un niveau de contrôle supplémentaire impliquant les GDI  

(guanine nucleotide-dissociation inhibitors) qui inhibent le recrutement à la membrane de 

petites protéines G en masquant leur résidus lipidiques  (Lezoualc'h et al., 2008). 
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Figure 14 Le cycle d’activation de la petite protéine G Ras (D’après Lezoualc’h et al., 
2008). Les petites protéines G de la famille de Ras agissent comme des interrupteurs 
moléculaires oscillant entre l’état actif lorsqu’elles sont liées au GTP et l’état inactif liées au 
GDP. Les GEFs favorisent l’état actif des petites protéines G alors que les GAPs favorisent 
l’état inactif. Epac et Ral-GDS (Ral guanine nucleotide dissociation stimulator) sont des 
facteurs d’échange de Ras impliqués dans l’HC. 

EPAC : Exchange Protein directly Activated by cAMP ; GAP : GTPase Activating Protein ; 
GDP : guanosine diphosphate ; GEF : Guanine Exchange Factor ; GTP : guanosine 
triphosphate ; Ral-GDS : Ral guanine nucleotide dissociation stimulator 

 

3-3 Les petites protéines G de la famille Ras 

 

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

Chez l’homme, la sous famille Ras contient 36 membres. Les trois membres « classiques » de 

la sous-famille Ras ont été identifiées comme des cibles connues dans les mutations gains de 

fonction des cancers : Harvey (HRas ou HA-Ras), Kirsten (Kras ou Ki-Ras) et NRas (pour 

Not Hras ou Kras) (Ferro et Trabalzini, 2010 ; Schubbert et al., 2007).  Il existe d’autres 

membres de la sous famille de Ras dont R-Ras, Ral, Rap, Rheb, Rin et Rit. 

La voie Ras est initiée par les RCPG et les RPTK (récepteurs aux protéines tyrosine kinase). 

Dans les cellules en division, le signal des RPTK prédomine. Le signal de la voie Ras dans le 

cœur peut aussi être directement activé par les sous-unités Gβγ. L’activation induite par les 

récepteurs α1-ARs augmente la charge en GTP de Ras (Wang et al., 2002 ; LaMorte et al., 

1994).  
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3-3.2 Les Effecteurs de Ras 

Les protéines Ras activées interagissent avec de nombreux effecteurs pour réguler 

l’expression des gènes, la prolifération, la mobilité, la différentiation et la survie cellulaire 

(Lezoualc'h et al., 2008). Une même région d'environ 100 acides aminés a été identifiée dans 

tous les effecteurs comme responsable de l'interaction avec Ras. En général, Ras active son 

effecteur par un changement structurel qui augmente son affinité pour ses cibles (Herrmann, 

2003). 

Les effecteurs les plus importants de Ras sont : Raf (une sérine-thréonine kinase), le 

phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K ), et RAL-GDS (Ral guanine nucleotide dissociation 

stimulator) (Proud, 2004).  

-Raf 1 cytosolique, en se liant à Ras est recruté à la membrane, et phosphoryle ensuite les 

protéines MAPKs et ERK (Proud, 2004). 

-L’activation de PI3K par sa liaison au Ras-GTP induit la phosphorylation du 

phosphatidylinositol triphosphate et de Akt (Rodriguez-Viciana et al., 1994).  

-RAL-GDS est un GEF pour la petite protéine G Ral et son activation régule l’induction de 

gènes associés à la réponse hypertrophique de Ras (Kawai et al., 2003). 

Certains effecteurs de Ras ont une fonction catalytique comme Raf et la PI3K, tandis que 

d’autres comme AF6 ou Nore1 semblent agir comme des adaptateurs protéiques 

(Khokhlatchev et al., 2002 ; Pannekoek et al., 2009).  

 

 

3-4 Implication de la petite protéine G Ras dans l’hypertrophie cardiaque 

 

La petite protéine G Ras est un médiateur important de l’hypertrophie cardiaque. Ras est 

activé par de nombreux stimuli hypertrophiques comme le phorbol 12-myristate 13-acetate 

(PMA), l’ET-1, ou la phénylephrine (PE) (Chiloeches et al., 1999). In vitro, la surexpression 

d’une forme constitutivement active de Ras (RasG12V) dans des cardiomyocytes de rats 

nouveaux nés conduit à la réexpression des gènes fœtaux associée à une croissance cellulaire 

et une augmentation de la myofibrillogenèse (Fuller et al., 1998 ; Thorburn et al., 1993). 

Etonnamment RasG12V n’induit pas la synthèse protéique des cardiomyocytes (Thorburn et 

al., 1993). A l’inverse,  la surexpression du mutant Ras N17, dominant négatif de Ras, se lie 

plus fortement aux RAS-GEF comparé à la forme sauvage de Ras (Feig, 1999). 
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La fonction de la voie Ras dans l’HC in vivo a été étudiée dans un modèle de souris 

transgéniques où Ras G12V est exprimé dans le ventricule. Ce modèle montre les 

caractéristiques de l’hypertrophie cardiaque en l’absence de l’hypertension systémique et de 

changement du rythme cardiaque (Hunter et al., 1995). De plus, les souris adulte ayant une 

induction conditionnelle de Ras G12V dans leur cœur développent une hypertrophie 

ventriculaire et une arythmie avec une surégulation de Gα (Ruan et al., 2007). Dans d’autres 

modèles de souris transgéniques où l’expression plus forte du transgène était contrôlée par 

l’ αMHC, Ras G12V induit les phénotypes d’une cardiomyopathie hypertrophique sévère 

semblables aux caractéristiques cliniques observées dans les cardiomyopathies 

hypertrophiques humaines (HCM) (Zheng et al., 2004). Une telle corrélation entre 

l’expression de Ras et la sévérité de l’hypertrophie cardiaque a été reportée chez des patients 

atteints de HCM (Kai et al., 1998). Des souris transgéniques ont permis de montrer que Raf-1 

kinase, un effecteur direct de la voie Ras, qui appartient à la cascade de transduction ERK, 

régule l’apoptose et la croissance des cardiomyocytes en réponse à une augmentation de 

pression (Harris et al., 2004 ; Yamaguchi et al., 2004). Les découvertes de mutations chez 

différents membres des voies de signalisation de Ras (HRAS, KRAS, RAF1, BRAF, MEK1 

et MEK2) chez des patients développant des maladies associés au CMH, conforte le rôle de la 

voie de signalisation de Ras dans les cardiomyopathies hypertrophiques (Niihori et al., 2006 ; 

Rodriguez-Viciana et al., 2006 ; Pandit et al., 2007). Une activation de la voie Ras est associée 

aux pathologies d’hypertrophie des cardiomyocytes. 

De nombreuses études ont montré que les effets de Ras dans l’hypertrophie cardiaque sont 

liés à l’activation de son effecteur Raf et de la voie MEK/ERK. 
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4- Voie des Mitogen-activated protein kinases (MAPKs) 

 

La plupart des protéines effectrices des GTPases sont des kinases qui contrôlent les fonctions 

cellulaires. Les MAPKs sont des sérines thréonines kinases activées et régulées par une série 

de phosphorylation au niveau des résidus thréonine et tyrosine. De nombreux stimuli activent 

les cascades des MAPKs parmi lesquelles les hormones, les facteurs de croissance et les 

facteurs de stress. Les cascades des MAP kinases sont impliquées dans les voies de 

signalisation conduisant à la mitose, la prolifération, la différenciation, la croissance 

cellulaire, l’expression génique ou la mort cellulaire. Elles sont classiquement divisées en 

trois catégories : les kinases régulées par les signaux extracellulaires 1 et 2 (ERK1/2), les c-

Jun N-terminal kinases 1, 2 et 3 (JNK1,2,3), et les p38 MAPK α, β, γ, et δ. 

L’activation de ERK1/2 est liée à la phosphorylation par les kinases MEK1/2, elles même 

activées par la kinase Raf (Chong et al., 2003). De nombreuses études ont montré 

l’implication de cette voie Raf/MEK/ERK dans les processus hypertrophiques. En effet, Raf, 

MEK et ERK sont activées par les stimuli hypertrophiques tels que l’ET-1, l’AngII et les 

agonistes α-ARs. De plus, l’inhibition de la voie Raf/MEK/ERK par des constructions 

dominantes négatives ou des inhibiteurs pharmacologiques, bloque l’hypertrophie induite in 

vitro par ces agonistes hypertrophiques (Yue et al., 2000 ; Xiao et al., 2001 ; Proud 2004). 

L’activation ou l’inhibition de MEK et de Raf dans des modèles de souris transgéniques 

confirment l’implication de cette voie dans l’HC (Bueno et al., 2000 ; Harris et al., 2004 ; 

Yamaguchi et al., 2004). L’inhibition de cette voie seule n’est pas suffisante pour inhiber 

complètement la réponse à l’hypertrophie et l’activation de cette voie n’entraîne pas une 

hypertrophie maximale. Par ailleurs, ERK active des facteurs de transcription régulant la 

croissance cardiaque et la traduction des protéines tels que GATA-4, Elk-1 et NFAT (Purcell 

et al., 2004 ; Sanna et al., 2005 ; van Berlo et al., 2011). 

Les protéines de stress JNK et p38 sont activées par les stimuli hypertrophiques. Cependant 

leur rôle dans l’HC est controversé (Petrich et Wang, 2004 ; Clerk et al., 2007). Les études 

réalisées in vitro ou sur des modèles de souris transgéniques, montrent que l’activation de 

JNK ou de p38 n’est pas suffisante pour induire l’HC mais que ces protéines kinases 

modulent les voies impliquées dans l’HC. Des inhibiteurs pharmacologiques des MAPKs ont 

démontré l’implication de p38 dans la croissance hypertrophique des cultures de rats et dans 

l’organisation des myofibrilles lors d’une stimulation avec la PE. La voie p38 permettrait de 

maintenir les cellules dans l’hypertrophie (Clerk et al., 1998). 
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5-Les voies de signalisation des enzymes dépendantes du calcium 

 

L’augmentation du calcium active différentes enzymes calcium-dépendantes, qui peuvent 

induire la transcription des gènes, processus appelé couplage excitation-transcription. Nous 

allons tout d’abord présenter la Calmoduline kinase dépendante de type II, puis la 

calcineurine.  

 

5.1- Voie de la kinase Ca2+/calmoduline-dépendante de type II (CaMKII) et de 

ses effecteurs 

 

5.1.1 Définition, fonction 

Les CaMKs sont des sérines thréonine kinases qui sont régulées par le Ca2+ lié à la  

Calmoduline (CaM). Il en existe 4 formes distinctes (CaMKs I, II, IV et K) ayant des 

distributions et des substrats différents (Tableau 3) (Skelding et al., 2011). La CaMKII 

ubiquitaire, est l’isoforme majeur exprimé dans le cœur. La CaMKI est présente dans le cœur 

mais sa fonction reste à définir dans cet organe car son expression n’est pas augmentée dans 

l’hypertrophie (Zhang et Brown, 2004).  

 

5.1.2 Structure 

La CaMKII est une protéine multimère composée de 12 sous-unités. Chaque unité contient 

trois domaines distinctes : un domaine de liaison à la CaM, un domaine régulateur qui 

contient le domaine auto-inhibiteur et contrôle l’activation de l’enzyme et un domaine 

catalytique qui s’associe avec le substrat et améliore la fonction de l’enzyme. La région C-ter 

est le domaine d’interaction responsable de l’assemblage de sous-unités (Figure 15). 

La CaMKII est codée par différents gènes α, β, γ, ou δ. L’isoforme majoritaire dans le cœur 

est la CaMKIIδ. L’isoforme γ est aussi présent dans le cœur mais y est peu exprimée (Singer 

et al., 1997 ; Zhang et Brown, 2004). On connait 13 variants d’épissage pour la forme 

CaMKII δ. δB (δ3) et δC (δ2) sont présents dans le myocarde de mammifère. L’isoforme δB de 

la CAMKII est plus présent dans le noyau alors que la sous-unité δC est majoritaire dans le 

cytoplasme.   
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Tableau 3 Propriétés de la famille des CaMKs (d’après  Skelding et al., 2011). 
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Figure 15 Structure et activation de la CaMKII (D’après Erickson et al., 2011). 

La sous-unité monomérique de la CaMKII est composée d’un domaine catalytique au niveau  
N-terminal, d’un domaine régulateur et d’un domaine d’association au niveau C-terminal. 
Douze de ces sous-unités s’assemblent ensemble pour former l’holoenzyme CaMKII. C’est le 
domaine d’association qui est responsable de l’holoenzyme. Dans le domaine régulateur se 
situe la séquence qui se lie au domaine catalytique, à la calmoduline et la thréonine 287 qui 
est auto-phosphorylée par un autre monomère voisin de la CaMKII. Les méthionines 281/282 
peuvent être oxydées. 
Quand le calcium se fixe à la calmoduline, ils se lient ensuite au domaine régulateur. Cela 
induit un changement de conformation, qui libère le domaine catalytique permettant un 
transfert d’un groupement phosphate. La thréonine 286 étant libérée dans cette conformation, 
sa phosphorylation se produit grâce à une sous-unité monomérique voisine préalablement 
activé par le calcium. L’autophosphorylation de la Thr286 permet de maintenir l’activité 
catalytique en absence de calcium. 
Comme l’autophosphorylation de la thréonine 287, l’oxydation des méthionines 281/282 
dépendent de l’activité du calcium et d’un fort niveau d’espèces réactives oxygénées.   
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5.1.3 Activation de la CaMKII  

En condition basale, les domaines régulateurs et catalytiques de la CaMKII sont liés, 

empêchant son activité. La fixation de Ca2+-CaM sur son domaine régulateur active la 

CaMKII par un changement de conformation qui libère son site catalytique (Figure 16). Le 

domaine régulateur devient alors accessible pour l’autophosphorylation ou l’oxydation 

(Erickson et al., 2011). La phosphorylation de la thréonine 287 augmente l’affinité de la CaM 

pour la CaMKII et empêche la réassociation des domaines catalytique et régulateur. Ainsi, 

l’activité de la CaMKII est maintenue. La CaMKII est aussi régulée par certaines 

phosphatases comme par exemple les isoformes PP1, PP2A, PP2C ou par stress oxydatif 

(Ishida et al., 2003 ; Zhang et Brown, 2004 ; Couchonnal et al., 2008 ; Howe et al., 2004). Les 

méthionines 281/282 de la CaMKII oxydée sont réduites et inactivées par la méthionine 

sulfoxide réductase de classe A (MsrA) (Erickson et al., 2008). Enfin, la CaMKII est régulée 

par Epac de manière indépendante de la PKA (Metrich et al., 2008). 

 

5.1.4 Les effecteurs de la CaMKII 

Une fois activée, la CaMKII phosphoryle les histones déacétylases HDAC4 ou HDAC5 alors 

liés à MEF2 (Bers, 2011). Les HDACs sont des enzymes qui  favorisent la déacétylation des 

histones et des protéines, la condensation de la chromatine et par conséquent la répression 

transcriptionnelle. Il existe 17 HDACs chez l’homme, qui sont regroupés en 3 classes (I, II, et 

III). HDAC -4, -5, et -7 font partie de la classe de HDACII qui interagit avec le facteur de 

transcription MEF2 qui contribue à l’hypertrophie cardiaque (McKinsey et al., 2002). HDAC 

phosphorylé est dissocié de MEF2, puis transloque du noyau vers le cytoplasme où il sera 

séquestré par la protéine chaperonne 14-3-3 (Figure 16) (Zhang et al., 2002 ; Wu et al., 2006). 

MEF2 induit alors la transcription des gènes pro-hypertrophiques grâce à sa région C-

terminale, tandis que la dimérisation et la liaison à l’ADN est permise par la boîte MADS 

(MCM-1 agamous deficient serum response factor) (Nurrish et al., 1995 ; Molkentin et al., 

1996).  

La CaMKII contrôle donc l’expression génique majoritairement par le facteur de transcription 

MEF2 mais régule aussi CREB, C/EBP, ATF-1, AP-1 et SRF (Sheng et al., 1991 ; Wegner et 

al., 1992 ; Zhang et Brown, 2004).  

La CaMKII cible aussi plusieurs protéines identiques à la PKA comme : le RyR, le LTCC, le 

phospholamban, MyBPc, et crée ainsi une voie de signalisation parallèle à celle de la PKA 

(Grimm et Brown, 2010 ; Banyasz et al., 2011).  
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Figure 16 Activation de la CaMKII (D’après Backs et al., 2006). 

En condition basale, HDAC4 est dans le noyau et est associé au facteur de transcription 
MEF2. Une stimulation α-adrénergique active la CaMKII qui phosphoryle HDAC4, permettant 
sa translocation du noyau au cytoplasme. HDAC4 est séquestré dans le cytoplasme par la 
protéine chaperonne 14-3-3. MEF2 et les facteurs de transcriptions qui lui sont associés sont 
ainsi libérés et peuvent transcrirent les gènes pro-hypertrophiques. 
 

5.1.5 La CaMKII et ses effecteurs dans  l’hypertrophie 

La CaMKII induit l'hypertrophie des cardiomyocytes en libérant MEF2 des HDACs de classe II 

(Lu et al., 2000). Elle régule aussi la libération du Ca2+ du réticulum sarcoplasmique en 

phosphorylant le récepteur InsP3 (Ferris et al., 1991 ; Zhu et al., 1996 ; Bare et al., 2005). 

La CaMKII en réponse à une stimulation hypertrophique exprime les marqueurs de 

l’hypertrophie ANF et BNP alors que son inhibition bloque l’augmentation de la taille 

cellulaire, l’activation de la β-MHC et la synthèse protéique (Ramirez et al., 1997 ; He et 

LaPointe, 2000 ; Zhu et al., 2000 ; Sucharov et al., 2006). L’expression ainsi que l’activité de 

la CaMKII augmentent sur des modèles de rats hypertendus (Hempel et al., 2002). Ce sont 

plus particulièrement les isoformes de la CaMKII δ4 et δ9 qui augmentent alors que δB (δ3) et 
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δC (δ2) ne varient pas (Hagemann et al., 2001). Dans des cœurs humains insuffisants, 

l’expression et l’activité de la CaMKII sont altérées (Sossalla et al., 2010). L’isoforme 

CaMKII δ augmente chez des patients atteints de cardiomyopathie (Hoch et al., 1999 ; 

Kirchhefer et al., 1999). Les deux variants d’épissage pour cette isoforme ont des rôles 

différents dans l’HC.  

L’isoforme nucléaire CaMKII δB régule la transcription (Zhang et al., 2007). Les souris 

transgéniques CaMKII δB  induisent une hypertrophie cardiaque (Zhang et al., 2002). Après 2 

jours de sténose aortique, les isoformes CaMK δB et δC  s’autophosphorylent et leur 

expressions augmentent, et l’activité de l’isoforme δC augmente après 7 jours de TAC 

(Colomer et al., 2003 ; Zhang et al., 2003). Les souris transgéniques surexprimant l’isoforme 

δC développent une cardiomyopathie dilatée, avec une diminution de la fonction contractile et 

meurent prématurément (Zhang et al., 2003). De plus, l’isoforme cytoplasmique CaMKII δC 

contribue au développement de l’IC en faisant varier le CEC par l’augmentation de la 

phosphorylation de RyR2 et du phospholamban (Maier et al., 2003 ; Zhang et al., 2007 ; 

Grimm et Brown, 2010).  

Il est intéressant de noter qu’in vitro les études avec les formes constitutivement actives des 

CaMK I et CaMK IV induisent une réponse hypertrophique sur des cardiomyocytes (Passier 

et al., 2000).  

 

 

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

 

5.2.1 Définition, fonction 

La CaN a été purifiée à la fin des années 1970 par le docteur Claude Klee, et nommée ainsi du 

fait de sa régulation par le calcium et sa forte concentration dans le tissu neuronal (Klee et al., 

1979). C’est une sérine-thréonine phosphatase Ca2+-CaM dépendante. La CaN est impliquée 

dans de nombreuses fonctions cellulaires comme l’activation des cellules T dans le système 

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

Cette protéine phosphatase, phylogéniquement très conservée, se présente sous forme 

d’hétérodimère composé d’une sous-unité catalytique A (CnA) et d’une sous-unité régulatrice 

B (CnB).  

 

Chez les mammifères 3 gènes codent pour la sous-unité catalytique A : CnAα, CnAβ, CnAγ, 

mais seuls CnAα et CnAβ sont exprimés dans le cœur (Taigen et al., 2000). La sous-unité A 

est composée de plusieurs sous-domaines : un domaine catalytique localisé dans son extrémité 

N-terminale, de deux domaines de liaison : un à la calmoduline et un autre à la sous-unité B et 

enfin de son domaine inhibiteur qui réprime le domaine catalytique lorsque l’enzyme est sous 

sa forme inactive (Figure 17).  

Chez les mammifères 2 gènes codent pour la sous-unité régulatrice B (CnB1 et B2), seul 

CnB1 est exprimé dans le cœur. La sous-unité régulatrice se lie au Ca2+.   

 

 

 

                  

Figure 17 Représentation schématique de la CaN et site d’expression tissulaires de ses 
sous-unités (D’après Wilkins et Molkentin, 2004). La CaN est un hétérodimère composée 
d’une sous-unité catalytique A (CnA), d’une sous-unité régulatrice (CnB), et de la 
calmoduline. Ces différentes sous-unités sont reliées entre elles par des liaisons de hautes 
affinités au Ca2+. Localisation des différentes isoformes des sous-unités de la CaN. CnAα, 
CnAβ, et CnB1 sont ubiquitaires.  
Cam : domaine de liaison à la calmoduline et AID : domaine auto-inhibiteur 
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Figure 18 Structure et activation de la calcineurine. (D’après Seyer et al., 2006). La forme 
active de la CaN est composée de la CnA, la CnB et la calmoduline. Pour de faibles 
concentrations de Ca2+, les domaines phosphatases N-terminaux de la sous-unité CnA sont 
bloqués par le site d’autoinhibition C-terminal. En réponse à une augmentation de Ca2+, la 
calmoduline se fixe à la sous-unité CnA et induit un changement de conformation qui libère le 
site catalytique. 

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

 

5.2.3 Régulation de la calcineurine 

Le mécanisme de régulation de la CaN est conservé entre les espèces. L’activité de la CaN est 

contrôlée par la concentration de Ca2+ intracellulaire. A faible concentration de Ca2+, la sous-

unité B se lie faiblement à la sous-unité A et la CaM n’est pas liée au complexe. De plus, le 

domaine auto-inhibiteur de la CaN se lie au domaine catalytique, bloquant ainsi le site actif de 

façon stérique, gardant la CaN inactive (Hashimoto et al., 1990). L’augmentation de la 

concentration de Ca2+ intracellulaire active la CaM qui libère le domaine auto-inhibiteur de 

son site actif en se liant avec le domaine de liaison de 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 phospholipides (Politino et al., 1987) et l’état oxydatif de ses 

ions métalliques Fe-Zn contenu dans son centre catalytique. Ainsi, la superoxide dismutase 

protège la CaN de l’inactivation en prévenant son oxydation. A l’inverse, l’anion superoxide 

inactive la CaN par oxydation (Rusnak et al., 2000 ; Namgaladze et al., 2002 ; Wang et al., 

1996). Enfin, la CaN est régulée par différents inhibiteurs (Voir Chapitre IV) (Wilkins et 

Molkentin, 2004 ; Heineke et Ritter, 2012).  
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5.2.4 Les facteurs de transcription activés par la calcineurine 

La plupart des effets cardiaques de la CaN sont exercés par les facteurs de transcription NFAT 

et MEF2.  

a) NFAT (nuclear of activated T cells) 

Les facteurs de transcription NFAT sont les cibles majeures de la CaN. Sur les cinq isoformes 

de NFAT, quatre (NFATc1-4) sont régulés par l’activité de la CaN. Les facteurs NFATc 

résident dans le cytoplasme des cellules non stimulées sous un état hyperphosphorylé. A l’état 

déphosphorylé, NFAT est transloqué dans le noyau où il se fixe à une séquence d’ADN 

consensus GGAAAAT par le biais de son domaine d’homologie Rel (RHD).  Pour renforcer 

l’interaction NFAT-ADN, les facteurs de transcriptions 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 HDACs de classe II indépendamment de la 

CaN, il représente un régulateur majeur de la transcription d’un certains nombre de gènes 

hypertrophiques induit par un stress mécanique, une stimulation adrénergique ou l’activation 

de la CaN. En effet, la surexpression de la CaN dans le cœur de souris augmente l’activité 

transcriptionnelle de MEF2 (Passier et al., 2000). Quatre gènes codent pour le facteur de 

transcription MEF2A,-B,-C, et –D (Potthoff et al., 2007). MEF2 se lie à l’ADN pour  induire 

l'expression de plusieurs gènes cardiaques dont l’α-MHC, l’ANF, les troponines, SERCA2 et 

la desmine (Barry et al., 2010). Un des mécanismes de l’activation de MEF2 par la CaN 

implique le recrutement de la protéine NFAT (McKinsey et al., 2002). Dans les lymphocytes 

T, après la translocation de NFATc2 au noyau par la CaN, NFATc2 s’associe directement à 

MEF2A et MEF2D et stimule la transcription de MEF2 en facilitant le complexe avec p300 

(Blaeser et al., 2000 ; Youn et al., 2000). Dans le cœur, c’est NFATc3 qui interagit avec 

MEF2 (van Oort et al., 2006). Le facteur de transcription MEF2 est donc activé par la CaN de 

manière NFAT dépendante (van Oort et al., 2006). 

Les souris transgéniques qui expriment le dominant négatif de MEF2, inhibant son activité 

transcriptionnelle,  ne développent pas de dilatation ventriculaire et de défauts de contractions 

(van Oort et al., 2006). La surexpression de MEF2A et MEF2C dans le cœur de souris 

transgéniques induit des problèmes de fonction cardiaque, une hypertrophie excentrique et 

une cardiomyopathie dilatée (CMD) (Xu et al., 2006). Par ailleurs, l’absence de MEF2D, 

réduit la dilatation ventriculaire gauche, la taille des myocytes et de la fibrose en réponse à 
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une surcharge de pression. En revanche, la surexpression de MEF2D dans le cœur de souris 

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

 

5.2.5 La calcineurine dans le noyau  

Dans le cœur insuffisant, la quantité de CaN dans le noyau augmente (Burkard et al., 2005). 

La présence de la CaN dans le noyau assure l’activité transcriptionnelle de NFAT (Zhu et 

McKean, 1999). Ceci est du à une autre voie de l’activation de la CaN qui se fait par la 

protéase calpaïne qui protéolyse son domaine auto-inhibiteur C-terminal. Le site de clivage se 

situe dans le domaine de la sous-unité A de la CaN. La lyse induite par la calpaïne induit la 

perte du domaine auto-inhibiteur, qui révèle le domaine phosphatase et le signal de 

localisation nucléaire, résultant dans l’activation de la phosphatase et l’import nucléaire de la 

CaN ; et la CnA perd sa séquence d'export nucléaire (NES), restant donc nucléaire. 

L’inhibition de la calpaïne permet l'exportation nucléaire de la CaN et diminue l’activité CaN 

(Burkard et al., 2005). Le clivage du domaine auto-inhibiteur induit par la calpaïne et le lien 

avec l'HC ont été démontrées dans le tissu myocardique humain. 

L’analyse de la séquence de la CnA a identifié deux régions distinctes comprenant un signal 

de localisation nucléaire (NLS) et une séquence d'export nucléaire, qui sont tous deux 

essentiels pour le transport de CnA à travers le complexe de pore nucléaire. Habituellement, 

ces séquences sont cachées au sein de la molécule, mais sont exposées par la fixation du 

Ca2+/CaM ou par le clivage par la calpaïne. Les protéines navette pour la CnA sont 

l’importine β1 pour l'importation et l’exportine 1 (Crm1) pour l'exportation.  

 

5.2.6 Altérations de la voie CaN-NFAT  

La cascade des MAPKs régule la signalisation de la CaN (Liang et Molkentin, 2003). Ainsi, 

les kinases JNK et p38 phosphorylent respectivement NFATc3 et NFATc4, entrainant leur 

export nucléaire (Chow et al., 1997 ; Yang et al., 2002). Wilkins et Molkentin (2004) émettent 

l’hypothèse que p38 et JNK, agissent comme des facteurs anti-hypertrophiques in vivo en 

inhibant la voie CaN-NFAT. 

Un autre modulateur de la voie CaN dans le cœur est GSK-3β, une sérine-thréonine kinase, 

qui phosphoryle les facteurs de transcriptions NFATs, inhibant ainsi leur localisation 

nucléaire et leur liaison à l’ADN (Neal et al., 2001). De plus, GSK-3β est un effecteur connu 

de la voie PI3K-Akt. L’activation d’Akt conduit à la phosphorylation et à l’inhibition de 

GSK-3β. On peut donc prédire que des stimuli physiologiques de croissance (comme IGF-1) 
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induiraient l’activation d’Akt, l’inhibition de GSK-3β, et l’activation de NFAT. Cependant, il 

n’y a pas de changement de l’activité NFAT dans l’hypertrophie après surexpression de Akt 

(Wilkins et Molkentin, 2004). La raison la plus probable devant ces différences est liée aux 

effets multifactoriels attribués à GSK-3β. 

 

5.2.7 Implication de la calcineurine dans l’hypertrophie cardiaque  

Les récepteurs β-ARs activent la voie CaN/NFAT3/GATA4 (Yang et al., 2010a). Mais 

l’activité CaN est aussi augmentée par l’AngII, la PE et le SBF (sérum de bovin fœtal) 

(Taigen et al., 2000). In vitro, un adénovirus codant pour la forme constitutivement active de 

la CaN favorise la croissance hypertrophique des cellules cardiaques de rats nouveaux nés (De 

Windt et al., 2000). La CaN est nécessaire et suffisante pour induire l’hypertrophie cardiaque 

(Wilkins et Molkentin, 2004). 

 

Les formes constitutivement actives de la CaN ou de NFATc4 exprimées dans des cœurs de 

souris transgéniques sont suffisantes pour induire une hypertrophie cardiaque massive qui 

peut progresser vers une cardiomyopathie dilatée avec de la fibrose interstitielle, une 

insuffisance cardiaque congestive et une mort subite (Molkentin et al., 1998). De manière 

générale pour NFAT, des souris transgéniques contenant le gène NFAT lié au gène rapporteur 

luciférase montre que l’activité NFAT est plus élevée en réponse à une hypertrophie induite 

par une charge de pression ou à une insuffisance cardiaque associé à un infarctus en 

comparaison avec les souris sauvages (Wilkins et al., 2004). De plus, l’expression d’un 

mutant constitutivement actif de la CaN augmente l’activité transcriptionnelle de MEF2 par 

une voie NFAT indépendante, indiquant que les effets hypertrophiques de la CaN ne sont pas 

exclusivement induit par le facteur de transcription NFAT (Fiedler et al., 2002). Lors d’une 

surcharge de pression cardiaque, la CaN diminue l’augmentation de la phosphorylation du 

phospholamban, agissant comme un régulateur négatif de performance contractile durant la 

stimulation des β-ARs (MacDonnell et al., 2007).  

 

Les souris KO inductibles de la sous-unité CnB1 développent une IC sévère et meurent plus 

rapidement que les sauvages. La délétion du gène CnB1 chez la souris induit une délétion 

quasi totale de la CaN, car la CnA n’est stable qu’en présence de CnB (Maillet et al., 2010). 

Les souris portant la délétion CnAβ ont un cœur à l’état basal plus petit que les souris 

sauvages et ont une réponse à l’hypertrophie cardiaque réduite suite à des stimuli 
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hypertrophiques (Bueno et al., 2002). De plus, la CaN doit jouer un rôle important dans 

l’hypertrophie maladaptative car les souris portant une délétion de NFATc3 suite à différents 

stimuli hypertrophique pathologiques montrent des réponses hypertrophiques diminuées. 

NFATc3 est donc un effecteur direct de la CaN dans le cœur. Il est nécessaire pour  induire 

l’hypertrophie cardiaque mais n’est pas suffisant pour l’insuffisance cardiaque (Wilkins et al., 

2002). En revanche, NFATc4 n’est pas un effecteur direct de la CaN car les souris délétées de 

NFATc4 répondent aux stimuli hypertrophiques (Bueno et al., 2002 ; Wilkins et al., 2002). 

Enfin, la perte du gène NFATc1 induit une mortalité embryonnaire dû à une malformation 

d’une valve du cœur et une insuffisance cardiaque (de la Pompa et al., 1998 ; Ranger et al., 

1998). 
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IV - Inhibiteurs de la calcineurine  

 

La meilleure compréhension des voies de signalisation conduisant à l’hypertrophie et à 

l’insuffisance cardiaque permet de cibler les protéines 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 ont été les agents pharmacologiques. La CaN est 

inhibée distinctement par deux agents immunosuppresseurs : la cyclosporine A (CsA) et le 

tacrolimus (FK506). Les cyclophillines (cyclophiline A) et les FKBPs (FKBP12) forment la 

famille des immunophilines, qui ont la capacité de fixer les immunosuppresseurs. Ainsi, la 

CsA se lie à la protéine cytoplasmique Cyclophine A et s’associe ensuite avec la CaN pour 

inhiber son activité phosphatase (Handschumacher et al., 1984). De même pour le FK506, la 

liaison FKBP12/FK506 se fixe à la CaN pour l’inhiber (Bram et al., 1993).  

VIVIT, un peptide synthétique, prévient l’interaction CaN/NFAT et l’activation de NFAT par 

la CaN, sans inhiber l’activité phosphatase de la CaN (Aramburu et al., 1999 ; Yu et al., 

2007). A la différence de la CsA, VIVIT n’a pas d’effet sur l’activation basal de ERK (Yu et 

al., 2007). 

 
In vitro, le traitement de cardiomyocytes par la CsA, le FK506 ou VIVIT, inhibe 

l’hypertrophie des cardiomyocytes de rats nouveaux nés induite par les stimuli 

hypertrophiques (Molkentin et al., 1998 ; Pu et al., 2003).  

De plus, l’administration de CsA ou FK506, prévient le développement de l’IC dans des 

modèles murins de cardiomyopathie dilatés (souris transgéniques qui surexpriment la 

tropomoduline, la chaine légère de myosine2 et la β-tropomyosine fœtal) (Sussman et al., 

1998). De plus, chez les rats, FK506 inhibe l’HC ainsi que la fibrose cardiaque induite par 

surcharge de pression (Shimoyama et al., 1999). La CsA ainsi que VIVIT ont aussi été 

reportés pour prévenir l’hypertrophie cardiaque induite par une surcharge de pression, mais ce 

résultat est controversé car ce n’est pas le cas dans toutes les études in vivo (Ding et al., 1999 ; 

Zhang et al., 1999 ; Kuriyama et al., 2006). L’utilisation efficace de CsA ou du FK506 contre 

l’HC réalisée dans des modèles animaux, suggèrent donc une application possible à l’homme 

(Sussman et al., 1998). 
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Cependant, la CsA et le FK506 présentent des effets non spécifiques de l’activité de la CaN 

(Meyer et al., 1997 ; duBell et al., 1998 ; Kaibori et al., 1999). Les inhibiteurs 

pharmacologiques CsA et FK506 sont déjà utilisés chez l’homme pour des transplantations. Il 

existe une littérature clinique décrivant les effets indésirables d’une thérapie à long-terme 

avec la CsA. Les patients recevant des transplantations cardiaques par exemple, qui reçoivent 

une thérapie associée à la CsA, souffre de toxicité nephrogénique et d’hypertension (Morgan 

et al., 1991). Le traitement au FK506 pour les bénéficiaires de transplantation cardiaque 

semble être plus bénéfique à celui de la CsA à l’égard de l’hypertension, de l’hyperlipidémie, 

de l’hirsutisme et de l’hyperplasie gingivale (Penninga et al., 2010). Il est donc important de 

découvrir et développer de nouveaux inhibiteurs de la CaN, qui auraient moins d’effet 

indésirables. La CaN étant présente dans différents domaines subcellulaires, une approche 

thérapeutique prometteuse pourrait impliquer une inhibition de la CaN dans des domaines 

subcellulaires principalement impliquées dans la signalisation pro-hypertrophique (Heineke et 

Ritter, 2012). L’activité de la CaN est régulée par de nombreux inhibiteurs ou facteurs 

modulateurs tels que Cabin1/Cain, AKAP79, MCIP1 ou la calsarcine, localisés dans des 

distributions subcellulaires différentes (Figure 19).  

 

 

Figure 19 Inhibiteurs de la  calcineurine (d’après Wilkins et Molkentin, 2004) 

Schéma des voies de signalisations de la CaN induisant la déphosphorylation et la 
translocation nucléaire de NFAT ou l’activation de MEF2 dans le noyau. Plusieurs inhibiteurs 
de la CaN se situent dans le cytoplasme, tandis que la transduction du signal des autres voies 
active différentes kinases qui phosphorylent NFAT ou facilitent sa translocation nucléaire. 
Les lignes vertes représentent l’activation alors que les lignes rouges représentent les 
inhibitions. CyA : cyclophiline A. 
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Protéines inhibitrices dans l’espace proche des sarcolemmes 

La CaN est localisée sur le sarcolemme et les tubules T. Fait intéressant, la CaN peut interagir 

directement avec les phospholipides membranaires grâce à sa sous-unité CnB ainsi qu’avec 

différentes protéines associées au sarcolemme (comme CIB1, MLP, les canaux calciques de 

type L) et les protéines du disque Z (comme la calsarcine, MLP). Nous allons examiner 

comment les protéines du sarcolemme des cardiomyocytes modifient la localisation de la 

CaN, son activation et la régulation de l'hypertrophie. La CaN peut aussi être localisée au 

niveau du noyau et certaines protéines régulatrices comme Cabin1/Cain agissent dans chacune 

de ses localisations. 

 

2 - Cabin1/ Cain 
 

Cabin 1/Cain : cette protéine (2200 acides aminés) possède un domaine C-terminal qui agit 

comme un inhibiteur endogène puissant non compétitif de la CaN (Lai et al., 1998 ; Sun et al., 

1998). Les protéines Cain et Cabin, découvertes en même temps, ont donc été nommées 

différemment mais il s’agit de la même protéine. La protéine Cain a été découverte dans le 

cerveau, majoritairement dans le cytosol, et en parallèle Cabin 1 a été découverte dans les 

lymphocytes T, majoritairement dans le noyau. Elle est cependant présente dans tous les 

organes, mais faiblement exprimée dans le cœur, avec du splicing (Lai et al., 1998 ; Sun et al., 

1998). La liaison de Cabin 1/Cain à la CaN est dépendante du Ca2+et de la PKC. La PKC 

entraîne l’hyperphosphorylation de Cabin 1/Cain, augmentant son affinité pour la CaN 

(Szijgyarto et al., 2007). Enfin, la constante d’inhibition, le Ki de Cabin 1/Cain, qui représente 

la concentration en inhibiteur pour laquelle la moitié des sites enzymatiques sont occupés, est 

de 0.4µM. C’est donc un puissant inhibiteur endogène de la CaN (Lai et al., 1998). 

L’expression de Cabin 1/Cain sauvage ou de son domaine C-terminal inhibe la 

déphosphorylation de NFAT in vivo en réponse à une stimulation PMA ou ionomycine (Sun 

et al., 1998). Cabin 1/Cain inhibe aussi MEF2 activé par ERK5 (Kasler et al., 2000). MEF2 se 

lie à Cabin 1/Cain au niveau de son extrémité C-terminale pour bloquer son activité 

transcriptionnelle mais Cabin 1/Cain n’inhibe pas la liaison de MEF2 à l’ADN (Youn et al., 

1999). Pendant l’apoptose, Cabin 1 /Cain est clivée par la calpaïne à son domaine de liaison à 

la calcineurine, ce qui active la CaN (Kim et al., 2002). 

 



 73 

 

Cain/Cabin dans l’hypertrophie cardiaque 

 

In vitro, la surexpression de Cabin diminue l’activité CaN endogène, la réponse 

transcriptionnelle de NFAT, l’hypertrophie des cardiomyocytes et l’expression de l’ANF 

induite par PE ou AngII (Taigen et al., 2000). Cabin 1/ Cain inhibe aussi le facteur de 

transcription MEF2 (De Windt et al., 2001). La surexpression de Cabin 1/Cain par un 

adénovirus injecté dans l’aorte coronaire de cœurs de rats adultes avec surcharge de pression, 

inhibe aussi l’activité CaN et l’hypertrophie (De Windt et al., 2001). Les souris transgéniques 

qui surexpriment Cabin 1/Cain spécifiquement dans le cœur présentent une diminution de 

l’activité de la CaN et de l’HC, en réponse à l’isoprénaline ou à une surcharge de pression (De 

Windt et al., 2001). De plus, Cabin 1/Cain semble également réguler l’HC adaptative, car son 

expression augmente dans le cœur de rat entrainé à l’exercice (Iemitsu et al., 2005).  

 

3 - AKAP79 
 

AKAP79 forme un complexe à la membrane plasmique lié à la cavéoline 3, aux LTCC, aux 

récepteurs β-ARs, à l’adénylate cylase 6, à la PKA et à la CaN dans les cardiomyocytes de 

souris adultes. C’est un complexe essentiel dans l’initiation du signal intracellulaire en 

réponse à une stimulation à l’isoprotérénol dans les cardiomyocytes (Nichols et al., 2010). 

In vitro, la protéine d’échafaudage AKAP79 se lie directement à la CaN induisant son 

inhibition de manière non compétitive, indépendamment du Ca2+ et de la CaM (Coghlan et al., 

1995). La région de la CaN nécessaire à la liaison de AKAP 79 se situe entre les acides 

aminés 30-98 de la sous unité A de la CaN (Kashishian et al., 1998). La surexpression 

d’AKAP 79 inhibe la déphosphorylation de NFAT par la CaN endogène, entrainant ainsi une 

diminution de l’activation de NFAT (Kashishian et al., 1998). L’infection des cardiomyocytes 

par un adénovirus codant pour AKAP79 inhibe l’activité de la CaN, l’hypertrophie cellulaire 

et l’expression de l’ANF induite par un agoniste α-adrénergique (Taigen et al., 2000). Enfin, 

in vivo, les souris transgéniques exprimant dans le myocarde le domaine inhibiteur de la CaN 

de AKAP79, développe moins d’HC en réponse à une sténose aortique ou une stimulation à 

l’isoprotérénol (De Windt et al., 2001). Une surexpression de AKAP79 atténue donc 

l’hypertrophie des cardiomyocytes par une inhibition spécifique de la CaN. 
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4 - La Calsarcine  
 

La calsarcine est une protéine du muscle strié  dont la famille est composée de trois membres : 

calsarcine 1, 2 et 3 (Heineke et Ritter, 2012). La Calsarcine 1 est le seul membre de cette 

famille qui est exprimée dans le cœur où elle est localisée dans les disques Z des sarcomères 

pour interagir avec l’α-actinine, la γ-filamin, la T-Cap/telethonin et ZASP/Cypher/Oracle 

(Frey et al., 2000 ; Frey et al., 2004). La calsarcine est aussi exprimée dans le noyau où sa 

fonction reste à déterminer (Paulsson et al., 2010).  

Des études in vitro montrent que la surexpression de la calsarcine 1 inhibe l’activité de la CaN 

et l’HC induite par la PE, l’AngII et l’ET-1 (Frank et al., 2007).  

Les souris délétées de Myoz, le gène de la calsarcine 1, ont des cœurs normaux, mais 

présentent une activité de NFAT augmentée, une réexpression des gènes fœtaux et un 

élargissement des disques Z (Frey et al., 2004). Pour étudier les effets de l’absence de 

calsarcine 1 sur la réponse hypertrophique, les souris Myoz KO ont été croisées avec des 

souris surexprimant la CaN dans le myocarde. L’hypertrophie habituellement observée chez 

les souris surexprimant la CaN, est fortement augmentée chez les souris délétées de la 

calsarcine. De plus, chez ces mêmes souris, une constriction de l’aorte induit une réponse 

hypertrophique exagérée (Frey et al., 2004). On peut donc conclure que la perte de calsarcine 

augmente l’hypertrophie mais la surexpression l’en protège. Ces études montrent que la 

calsarcine est  un régulateur négatif de la voie CaN dans le cœur (Leenders et al., 2011).  

 

5 - PICOT (PKC-interacting cousin of thioredoxin) 
 

La protéine PICOT est un inhibiteur de la PKC. PICOT exerce un rétrocontrôle négatif sur 

l’HC car elle est exprimée par des stimuli hypertrophiques, pour diminuer l’HC. Récemment 

PICOT a été identifiée comme un inhibiteur endogène de l’interaction MLP/CaN (Jeong et al., 

2008). MLP est une LIM protéine fortement exprimée dans le muscle strié, notamment dans 

le cœur, où elle est localisée au niveau du sarcolemme, des disques Z, du cytoplasme et dans 

le noyau (Gunkel et al., 2009). Les protéines LIM constituent une famille de molécules 

régulatrices possédant dans leur séquence protéique un ou plusieurs motifs en doigts de zinc – 

les domaines LIM – dont la fonction principale est de diriger les interactions protéine-

protéine. La protéine PICOT inhibe l’augmentation de l’activité de la CaN, la translocation de 

NFAT et l’activation de la transcription induite par la PE. Son domaine C-terminal est 
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suffisant pour cette inhibition (Jeong et al., 2008). La surexpression de PICOT dans le cœur 

de souris transgénique inhibe l’HC et réduit l’activité de la CaN en la délocalisant des disques 

Z. PICOT est donc aussi un inhibiteur de la CaN, dans son complexe avec MLP.  

 

6 - L’Atrogine-1 
 

L’atrogine-1 est une protéine F-box spécifiquement exprimée dans les tissus musculaires 

cardiaques et squelettiques, qui joue un rôle important dans la régulation de l’atrophie 

musculaire en augmentant l’activité du protéasome (Gomes et al., 2001). Les protéines F-box 

fonctionnent comme des adaptateurs qui s’associent à Skp1, Cul1 et Roc1 du complexe SCF 

pour se lier et recruter les protéines à ubiquitinyler. L’atrogine 1 s’associe au complexe SCF 

pour son activité ubiquitine ligase. Les perturbations dans le système ubiquitine/protéasome 

sont soupçonnées d'être impliquées dans le développement de l'IC, car la maladie est associée 

à des niveaux plus élevés d'ubiquitine intracellulaires et une surégulation des enzymes 

impliquées dans l’ubiquitination E1, E2, E3.  

Au niveau des disques Z des cardiomyocytes, l’atrogine-1 interagit directement avec la CaN 

et l’α-actinine2. Elle diminue l’expression et l’activité de la CaN. Le complexe SCF contenant 

l’atrogine-1 a une activité ligase ubiquitine E3 et induit l’ubiquitination de la CaN in vitro. De 

plus l’atrogine inhibe la translocation NFATc4, la réexpression des gènes fœtaux et l’HC (Li 

et al., 2004b). A l’inverse, une diminution de l’atrogine augmente l’activité de la CaN et l’HC 

(Li et al., 2004b). 

La surexpression de l’atrogine 1 dans les cœurs de souris diminue l’activité de la CaN et 

l’HC, après sténose de l’aorte. De plus, la réexpression des gènes fœtaux est beaucoup plus 

faible dans le cœur de souris transgéniques. L’atrogine-1 inhibe l’HC in vivo en diminuant 

l’expression de la CaN et en diminuant son activité (Li et al., 2004b).  

Chez l’homme, l’ARNm et l’expression d’atrogine 1 dans des cœurs insuffisants est 

augmentée par l’augmentation de Foxo3 (Galasso et al., 2010). En effet, l’expression 

d’atrogine-1 dans le muscle squelettique est régulée par Foxo3a, un facteur de transcription 

qui régule négativement la taille des cardiomyocytes de rats. La forte expression de 

l’atrogine-1 doit augmenter l’ubiquitination des protéines et leur dégradation dans l’HC 

(Galasso et al., 2010). L’augmentation de l’expression des protéines Foxo3 et de l’atrogine-1 

est corrélée avec le développement de l’HC ventriculaire gauche. L’atrogine-1 est donc une 

protéine inhibitrice de la CaN chez la souris et chez l’homme. 
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7 - MCIP1 (Modulatory calcineurin-interacting proteins)  
 

MCIP1 est aussi appelé calcipressin/ Dscr1/ Rcn1 (Rothermel et al., 2003). Cette petite 

protéine se lie et inhibe la CaN. A l’origine MCIP1 avait le nom de myocytes enrichit en 

protéines interagissant avec le CaN (« Myocyte-enriched Calcineurin Interacting Proteins ») 

(Rothermel et al., 2000). Mais ce nom a été remplacé par celui de « protéines régulatrices de 

la liaison de la CaN » (« modulatory calcineurin interacting proteins ») car son expression 

n’est pas limitée aux muscles. Il existe 3 gènes codants pour la protéine MCIP1 chez l’humain 

et la souris : MCIP1, 2, et 3 qui peuvent avoir des transcrits différents. Le gène MCIP1 est 

situé sur le chromosome humain 21. Les gènes MCIP1 et MCIP2 ainsi que leur protéines sont 

fortement exprimés dans le cœur adulte des souris et des hommes mais MCIP3 n’est pas 

présent dans le cœur de souris (Fuentes et al., 1997 ; Sanna et al., 2006). 

 

Dans des cultures de cardiomyocytes de rats nouveaux nés, les contraintes mécaniques ainsi 

que le traitement par des facteurs hormonaux (PE, ET-1, AngII, TNFα et LIF) induisent 

l’expression de MCIP1 (Wang et al., 2002). De plus, une stimulation à l’isoprotérénol 

augmente l’ARNm, l’expression de la protéine et l’activité du promoteur MCIP1 (Chen et al., 

2011). Le transcrit de l’isoforme MCIP1.4 est induit par l’activation de la CaN ainsi que par 

le stress oxydatif et la réponse à l’accumulation de protéine dénaturées dans le réticulum 

endoplasmique (Yang et al., 2000 ; Crawford et al., 1997 ; Leahy et al., 1999). La boucle 

régulatrice CaN et MCIP1 est donc activée par différentes conditions conduisant à l’HC. 

 

 La spécificité de MCIP1 est que sa transcription et sa dégradation sont régulées par la CaN, 

établissant une boucle de rétrocontrôle négative, suggérant MCIP1 comme un régulateur 

endogène de la transduction du signal de la CaN. La CaN active la transcription de MCIP1 et 

la stabilise. MCIP1 prévient l’excès de CaN activé qui peut être délétère pour la cellule.  

 

L’inhibition de la calcineurine par MCIP1  

 

Ainsi, les protéines MCIP1 sont de puissants inhibiteurs de la CaN in vitro et in vivo 

(Rothermel et al., 2000 ; Fuentes et al., 2000 ; Gorlach et al., 2000). Les protéines MCIP1 se 

lient directement à la sous-unité A de la CaN sans se lier à la sous-unité B ou la CaM. De 

plus, MCIP1 doit se lier préférentiellement à la forme active de la CaN car elle ne rivalise pas 

avec le domaine d’auto-inhibition. Les deux inhibiteurs FK506 et CsA perturbent l’interaction 
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de MCIP1 avec la CaN suggérant que ces agents immunosuppresseurs  sont en compétition 

avec les sites de liaison de la CaN de MCIP1.  

La structure principale de MCIP1, conservée de la levure aux mammifères, est une région de 

31 acides aminés qui inclue les acides phosphoaminé substrats de la CaN. C’est une région 

similaire aux serine-proline (SP) répétées des protéines NFAT. La déphosphorylation des 

phosphosérines de NFAT induit sa translocation du cytoplasme vers le noyau. Les 

phosphosérines de la région SP répétée de MCIP1 agissent aussi comme substrat de la CaN et 

peuvent être phosphorylé in vitro et in vivo (Vega et al., 2002). Après phosphorylation de la 

serine 112 de MCIP1, la serine 108 est phosphorylée par GSK3. La phosphosérine 108 de 

MCIP1 est un substrat de la CaN (Vega et al., 2002). Etrangement la région fortement 

conservée contenant la région répété de SP n’est ni nécessaire, ni suffisante pour la liaison et 

l’inhibition de la CaN (Vega et al., 2002). La région SP doit influencer la stabilité de la 

protéine mais les régions N- et C-terminales sont requise pour l’inhibition forte (Rothermel et 

al., 2003).  

 

 

Le double rôle de MCIP1 

 

Les souris doublement transgéniques pour la CaN et la forme humaine de MCIP1 dans le 

myocarde (αMHC-CnA et αMHC-hMCIP1) sont protégés de l’hypertrophie, démontrant 

qu’une fort expression de MCIP1 peut protéger le myocarde d’une forte activité de la CaN 

(Rothermel et al., 2001). Le transgène αMHC-hMCIP1 peut aussi atténuer l’hypertrophie en 

réponse à une surcharge de pression, à une stimulation des récepteurs β-ARs et à l’exercice 

(Rothermel et al., 2001). Ainsi, une augmentation de l’expression cardiaque de MCIP1 a des 

effets cardio-protecteurs contre divers stimuli pro-hypertrophiques. 

 

Cependant l’étude de la souris knock-out Mcip1 a révélé un double rôle de la protéine. 

Initialement la souris invalidée Mcip1 était attendue pour avoir une réponse exagéré à 

l’hypertrophie puisque MCIP1 est une protéine inhibitrice de la CaN. Alors que les souris 

MCIP1 -/- présentent une réponse hypertrophique exagérée en réponse à la CaN activée, 

l’hypertrophie induite par une constriction de l’aorte abdominale ou une injection 

d’isoprotérénol est réduite par la perte de MCIP1. L’hypothèse pouvant expliquer ce double 

rôle de MCIP1 réside dans l’intensité, la nature et la force des stimuli hypertrophiques.  
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Des souris délétées pour les gènes MCIP1 et MCIP2 présentent une diminution de 

l’hypertrophie cardiaque induite par une surcharge de pression, une stimulation 

neuroendocrinienne ou l’exercice, similaire aux souris déficientes de la CaNAβ (Sanna et al., 

2006).  Des fibroblastes d’embryons de ces souris délétées des gènes MCIP1 et MCIP2 

montrent une activité de NFAT réduite, suggérant que MCIP1 est requis pour un couplage 

CaN-NFAT efficace. MCIP1 est donc à la fois un inhibiteur et un activateur de l’activité de la 

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

 

Dans les paragraphes précédents, j’ai essayé de montrer l’importance des voies de 

signalisation associées à CaN et Ras dans l’hypertrophie de type pathologique. Le but de ce 

travail de thèse s’inscrit dans le cadre général de la détermination des voies de signalisation 

associées au remodelage cardiaque. Mon travail de thèse visait à caractériser les effets 

fonctionnels de Carabine dans l’hypertrophie du cardiomyocyte induite par une stimulation 

α1- et β- adrénergique/Epac. 

 

1 - Position de l’étude 

Lors d’un stress hémodynamique, le cœur développe un mécanisme compensateur d’HC. 

Ce mécanisme permet au cœur d’augmenter sa force de contraction et ainsi de fournir une 

réponse adaptée au stress. Bien que l’hypertrophie cardiaque représente initialement une 

réponse adaptative dite physiologique, elle évolue fréquemment vers une dilatation des 

ventricules et une IC et devient alors pathologique (Hill et Olson, 2008). Des études 

épidémiologiques ont mis en évidence que l’IC représente un risque majeur de morbidité et de 

mortalité dans les pays industrialisés (Levy et al., 2002). Au niveau moléculaire et cellulaire, 

l’HC pathologique est caractérisée par une augmentation disproportionnée des 

cardiomyocytes ainsi que par la réexpression de certains gènes fœtaux tels que l‘ANF. L’IC 

est la principale cause d’hospitalisation pour les personnes âgées de plus de 60 ans et 

l’espérance de vie augmentant continuellement, il y aura un accroissement important du 

nombre de personnes souffrant de cette pathologie et en conséquence, un besoin accru de 

développer de nouvelles cibles thérapeutiques pour élaborer de nouveaux traitements. 

L’activation chronique de certains récepteurs couplés aux protéines G favorise 

l'hypertrophie des cardiomyocytes via de nombreuses voies de signalisation intracellulaire. 

Ceci est bien illustré avec les récepteurs adrénergiques. En réponse à une élévation des taux 

circulants de catécholamines (noradrénaline et adrénaline), les récepteurs α1-AR activent les 

protéines G hétérotrimériques de type Gq et G12/G13 et la PLC pour induire une croissance 

anormale du cardiomyocyte (Barry et al., 2008). Récemment, nous avons montré qu’en 

réponse à une sur-activation des récepteurs β-AR, la protéine sensible à l’AMPc Epac 

provoque l’hypertrophie des cardiomyocytes indépendamment de la PKA (Métrich et al., 

2008). En aval de α1-AR et β-AR, la phosphatase CaN a été établie comme un modulateur 

majeur de l'hypertrophie cardiaque (Heineke et Ritter, 2012). La petite  protéine G Ras ainsi 
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que la CaMKII sont également impliqués dans les effets hypertrophiques des récepteurs 

adrénergiques (Lezoualc'h et al., 2008 ; Anderson et al., 2011). 

Ainsi, la découverte de la protéine Carabine dans les cellules du système immunitaire a 

attiré notre attention. En effet, cette protéine de 446 acides aminés possède deux domaines : 

un domaine Ras/Rab GAP (séquence 89-294) et un domaine de liaison à la CaN dans sa partie 

C-terminale (séquence 406-446) (Figure 20) (Pan et al., 2007). Dans les cellules T et B, 

Carabine inhibe par le biais d’interaction moléculaire l’activité phosphatase de la CaN et la 

signalisation associée à la petite protéine G, Ras (Pan et al., 2007) . Les effets cardiaques de 

Carabine n’ont, à ce jour, pas encore été étudiés. De façon intéressante, nous avons constaté 

qu’en présence de stimuli pro-hypertrophiques (stimulation prolongée des α1-AR ou β-AR), 

l’expression de Carabine est augmentée dans des cultures primaires de cardiomyocytes de rat 

nouveaux nés et adultes. Cette protéine portant un domaine Ras/Rab GAP et un site 

d’interaction avec la CaN semble donc être une protéine clef dans la régulation de 

l’hypertrophie des cardiomyocytes et un inhibiteur de choix des voies de signalisation pro-

hypertrophiques impliquant Ras et la CaN. Notre hypothèse de travail est que l’augmentation 

de l’expression de Carabine induit par un stimulus hypertrophique de type adrénergique agit 

comme rétrocontrôle négatif pour freiner le processus d’hypertrophie pathologique.  
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Figure 20 Représentation schématique des domaines de Carabine. Le domaine RasGAP 
se situe entre les acides aminés 89 et 294, et le domaine d’interaction à la calcineurine se situe 
du coté C-terminal entre les acides aminés 406 et 446. 
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2 - Objectifs 

Ayant démontré l’existence de Carabine dans le cardiomyocyte, nous avons caractérisé, 

in vitro et in vivo, ses effets fonctionnels sur les marqueurs de l’hypertrophie des 

cardiomyocytes (taille, activité transcriptionnelle de l’ANF, réorganisation des sarcomères). 

Notre approche est fondée sur la présence de domaines Ras/Rab GAP et de liaison à la CaN 

au sein de Carabine. Nous avons donc analysé les effets de la modulation de l’expression de 

Carabine sur l’activité de CaN et ses effecteurs comme le facteur de transcription NFAT dans 

des cultures primaires de cardiomyocytes de rats nouveau-nés en réponse à une stimulation 

α1-AR ou β-AR/Epac. Dans ce même système cellulaire, nous avons également recherché les 

interactions potentielles de Carabine avec la voie Ras et MAPK. Enfin, notre effort a porté sur 

l’identification des mécanismes moléculaires par lesquels Carabine inhibe le facteur de 

transcription pro-hypertrophique, MEF2. 
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Figure 21 Etude du rôle de Carabine dans l’hypertrophie cardiaque 

En réponse à une stimulation adrénergique, les voies de signalisation de CaN, CaMKII et Ras 
sont activées pour induire un programme pro-hypertrophique. Le but de notre étude est 
d’analyser les interactions de Carabine avec ces voies de signalisation et d’en analyser leurs 
effets fonctionnels. 
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Matériel et méthodes 
 

I - MATERIEL  

 

 1- Substances chimiques et réactifs 

L’agoniste  β1/β2-adrénergique, isoprénaline (ISO), l’agoniste α1-adrénergique, 

phényléphrine (PE), et l’inhibiteur de la CaN, la cyclosporine A (CsA) proviennent de 

Sigma-Aldrich chimie. La [3H]-Leucine provient de Perkin-Elmer. Le 8-CPT (8-(4-chloro-

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

d’Epac, provient de Biolog Life Science Institute. 

 

2- Anticorps  

 

2-1 Anticorps primaires 

PROTEINE CIBLE  DILUTION  TYPES ET ESPECES FOURNISSEUR 

CARABINE  1/1000 DANS 
TTBS 0,05% + LAIT 5% IGG POLYCLONALES DE LAPIN ABD SEROTEC 

C-MYC  1/1000 DANS 
TTBS 0,05% + LAIT 5% 

IGG1 MONOCLONALES DE 

SOURIS 
SANTACRUZ 

BIOTECHNOLOGIES 
Β-ACTININE -

HRP 
1/5000 DANS 

TTBS 0,05% + LAIT 5% 
IGG1 MONOCLONALES DE 

SOURIS 
SANTACRUZ 

BIOTECHNOLOGIES 

CAMKII 1/1000 DANS 
TTBS 0,05% + LAIT 5% 

IGG POLYCLONALES DE LAPIN 
(CLONE M-176) 

SANTA-CRUZ 

BIOTECHNOLOGIES  
P-CAMKII  
(THR286) 

1/1000 DANS 
TTBS 0,05% + LAIT 5% IGG POLYCLONALES DE LAPIN 

SANTA-CRUZ 

BIOTECHNOLOGIES  

H-RAS 1/2000 
DANS TTBS 0,05%  

IGG1 MONOCLONALES DE 

SOURIS 
(CLONE RAS10) 

MILLIPORE 

GAPDH-HRP 1/1000 
DANS TTBS 0,05%  

IGG POLYCLONALES DE 

CHEVRE 
SANTACRUZ 

BIOTECHNOLOGIES 

αααα-ACTINE  1/5000  
DANS TTBS 0,05% 

IGG1 MONOCLONALES DE 

SOURIS 
SANTACRUZ 

BIOTECHNOLOGIES 

HDAC4     1/500 DANS 
TTBS 0,05% + LAIT 5% 

IGG1 MONOCLONALES DE 

SOURIS 
SANTACRUZ 

BIOTECHNOLOGIES 
PHOSPHO 
ERK1/2 

1/1000 DANS 
TTBS 0,05% + BSA 5% IGG POLYCLONALES DE LAPIN CELL SIGNALING 

ERK1/2 TOT 1/1000 DANS 
TTBS 0,05% + BSA 5% IGG POLYCLONALES DE LAPIN CELL SIGNALING 
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2-2 Anticorps secondaires 

 

Anticorps Dilution Fournisseur 

Anti-lapin couplé à la peroxydase 1/5 000 
dans TTBS 0,05%  Santacruz Biotechnologies 

Anticorps anti-souris couplé à la peroxydase 1/10 000 
dans TTBS 0,05%  GE Healthcare 

 

 

3- Adénovirus  

 

Les constructions adénovirales (Ad.) ont été utilisées pour surexprimer les protéines 

citées ci-dessous dans les cardiomyocytes de rat nouveaux nés. Ces adénovirus ont été 

invalidés pour les protéines d’enveloppe E1/E3 afin d’inhiber leur capacité de réplication. La 

proportion de virus administrés par rapport au nombre de cellules, ou MOI (multiplicity of 

infection), est indiquée pour chaque construction adénovirale. 

 

Ad. Carabine (MOI 10) : adénovirus Carabine humain sous le contrôle du promoteur fort du 

cytomégalovirus (CMV). Il contient la séquence codante de la GFP placée en position 

bicistronique par rapport à celle de Carabine sous le contrôle de la séquence IRES (internal 

ribosomal entry site), qui est reconnue par les ribosomes et qui permet de traduire la protéine 

GFP simultanément et indépendamment de la protéine d’intérêt. Le niveau de fluorescence de 

la GFP permet ainsi de vérifier l’efficacité de l’infection. La séquence plasmidique d’origine a 

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

 

Ad.GFP (MOI 50) : protéine fluorescente verte extraite de l’espèce Aequoria Victoria. Il a 

été amplifié par l’hôpital universitaire de Nantes(France) sur la plateforme de production de 

vecteurs viraux (Christophe Darmon). L’adénovirus codant pour la GFP seule (Ad.GFP) sert 

de contrôle. 
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Figure 22 Adénovirus codant pour la forme sauvage de Carabine humain 
(Ad.Carabine). L’adénovirus de type cytomégalovirus (CMV), contient la séquence codante 
pour la forme sauvage de Carabine placée sous un promoteur CMV, ainsi que celle de la GFP 
placée en aval  d’une séquence IRES (Internal Ribosomal Entry Site). Cette séquence est 
reconnue par les ribosomes et permet de traduire la protéine GFP simultanément et 
indépendamment de la protéine Carabine. 
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4- Plasmides  

 

Le plasmide Carabine a été généreusement donné par le Dr. J.O Liu (Université de 

médecine, Baltimore)  

Les mutants Carabine : CarabineR141A et CarabineAAVG  ont été générés par mutagenèse 

dirigé avec le kit : quikchange site-directed mutagenesis kit (Stratagene) (Figure 23). Le 

mutant CarabineR141A a été créé en changeant une arginine par une alanine en position 141, 

dans le domaine Ras Gap. Le mutant CarabineAAVG  a été créé en changeant les acides aminés 

PPIEG par AAVGA, 416 à 420, situé sur le domaine de liaison à la CaN.  

L’expression de Carabine dans les cardiomyocytes de rats néonataux a été réprimée à l’aide 

de plasmide codant pour les ARN Si dirigé contre la séquence (5’-

GAGAUGAAAUGGGUAGAAATT-3’) des ARNm de Carabine de Rat. La séquence 

contrôle, Si contrôle (5’-GUGGACCCUGUAGAUGGCGTT-3’) et le Si Carabine ont été 

acheté chez Ambion. 
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Figure 23 Représentation schématique des mutants de Carabine. CarabineR141A est muté 
dans son domaine Ras/Rab GAP et CarabineAAVG est muté dans son domaine de liaison à la 
calcineurine. 

 

Les plasmides rapporteurs contenant l’un le gène de la luciférase placé sous le contrôle de 4 

sites de liaisons consensus NFAT (NFAT-Luc ) a été acheté chez Stratagene et l’autre placé 

sous le contrôle de 3 sites de liaisons MEF2 (MEF2-Luc ) a été construit et donnés par le DR. 

K.C.Wollert (Université médical de Hanovre, Allemagne) 

Le plasmide NFAT-RFP, (Red Fluorescent Protein), a été donné par le Dr. J. Molkentin 

(Université de Cincinnati, USA)  

L’activité transcriptionnelle de l’ANF dans les cardiomyocytes de rats néonataux a été 

mesurée à l’aide d’un plasmide contenant le gène de la luciférase placé sous le contrôle du 

promoteur de l’ANF (ANF-Luc ). Ce plasmide a été fourni par le Dr K. Knowlton (Université 

de Californie, USA).  
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Le plasmide CaMKII et le plasmide HDAC4-GFP ont été construits par le Dr.J.Backs 

(Université d’Heidelberg, Allemagne), et le plasmide Epac par le Dr. J.L Bos (Université 

d’Utrecht, Pays Bas) 

 

Toutes les constructions plasmidiques ont été vérifiées par séquençage d’ADN.  

 

 

II - 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 réalisée sur des rats mâle wistar de 200gr, qui ont été 

anesthésiés par injection intrapéritonéale de xylazine (5.5 mg/Kg) et de kétamine (85 

mg/Kg). L’aorte ascendante a été partiellement occluse avec un fil de suture (Figure 24). Les 

animaux contrôles (Sham) ont subit la même procédure opératoire sans pose de fil de suture. 

Puis, 300µL de solution de sérum physiologique contenant les particules virales (3x1010) ont 

été injectées en deux injections le long de l’artère coronaire antérieure gauche rentrant dans 

la paroi ventriculaire gauche. Sept jours plus tard, les animaux sont euthanasiés et les cellules 

isolées. Des cellules exprimant les adénovirus GFP ou non ont été obtenues sur la zone 

d’injection. Après sept jours de constriction aortique thoracique, le poids du cœur a augmenté 

d’environ 28 % chez les animaux TAC versus contrôles. 

 

 

Sténose 
(7 jours)

ShamTAC

Sténose 
(7 jours)

ShamTAC
 

 

Figure 24. Modèle 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 cœurs ayant 
subit la même opération sans pose du fil de suture 
(Sham) sont utilisés comme contrôles. 
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III - CULTURE PRIMAIRES DE CARDIOMYOCYTES  

 

1- Cultures primaires des cardiomyocytes ventriculaires de rats adultes 
 

1-1 Isolement et culture cellulaire 

 

Les cardiomyocytes ventriculaires de rats adultes de 200-250g (CVRAs), ont été isolés à 

partir de cœurs de rats Wistar mâles adultes. Les rats ont été anesthésiés par une injection 

intra péritonéale de pentobarbital (100 mg/kg). Après la disparition de toute activité réflexe, 

la cage thoracique des animaux a été ouverte et le cœur rapidement prélevé. Après 

élimination des morceaux de poumons et de thymus, le cœur a été perfusé pendant 4 min par 

une solution de lavage (117 mM NaCl, 5.7 mM KCl,  4.4 mM NaHCO3, 1.5 mM KH2PO4, 

1.7 mM MgCl2, (6H2O), 21 mM Hépès, 11.7 mM glucose, 10 mM créatine, 20 mM taurine, 

pH 7,1). Le tissu cardiaque a ensuite été digéré pendant 50 minutes par perfusion rétrograde 

de collagénase A (0.255 U/ml, Boehringer-Mannheim) solubilisée dans la solution de lavage, 

de l’EGTA à 310 µM et du CaCl2 à environ 300µM. A la fin de la digestion les oreillettes ont 

été éliminées, et les ventricules émincés puis filtrés. Les myocytes ventriculaires ainsi 

récupérés ont été progressivement remis en suspension dans une solution de lavage contenant 

1 mM de Ca2+. 

Les CVRAs ont ensuite été mis en culture dans des boîtes de pétri de 60 mm de diamètre 

(Nunc) pour les expériences de biologie moléculaire (100 000-300 000 cellules par boîte). 

Pour une meilleure adhésion des cellules, les boîtes de culture ont été prétraitées par de la 

laminine à 1 %. Les cardiomyocytes ont d’abord été incubés dans du milieu Eagle’s Minimal 

Essential Medium (MEM-Eagle, Gibco GRL) supplémenté par 5 % de sérum de veau fœtal 

(SVF), du tampon Hépès à 20 mM (pH 7,6 à 37 °C), et des antibiotiques (pénicilline, 

streptomycine à 1%). 1h après la mise en culture des cellules, le milieu a été remplacé par un 

milieu identique ne contenant pas de sérum.  

Les cultures cellulaires ont été maintenues à 37°C dans une atmosphère humidifiée contenant 

5 % de CO2. 
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1-2 Stimulation cellulaire 

 

Le lendemain de l’isolation des cellules, les milieux des cardiomyocytes étaient remplacés 

par du milieu en présence des différents réactifs pour les stimulations chroniques (48h). Les 

cultures cellulaires ont été maintenues à 37°C dans une atmosphère humidifiée contenant 5 % 

de CO2. 

 

2- Cultures primaires des cardiomyocytes ventriculaires de rats nouveaux nés  
 

2-2 Isolement cellulaire 

 

Les cardiomyocytes ventriculaires de rats nouveaux nés (CVRNs) ont été isolés à partir de 

cœurs de rats Wistar âgés de un jour. Après prélèvement des cœurs et élimination des 

oreillettes, les tissus ventriculaires ont été digérés par une solution enzymatique contenant de 

la collagénase A (Boehringer, env. 0,255 U/mg) et de la pancréatine (0,5 mg/ml, Sigma 

Aldrich) diluées dans un tampon ADS (1.16 M NaCl, 200 mM Hépès, 10 mM NaH2PO4, 

55.5 mM glucose, 3.4 mM KCl, 8.3 mM MgSO4, pH 7.35). Afin d’optimiser l’extraction, les 

tissus ont été finement découpés puis ont été incubés avec la solution enzymatique pendant 

20 min à 37°C. La suspension cellulaire a ensuite été centrifugée 6 min à 1500 rpm. Après 

élimination du surnageant, les culots ont été remis en suspension dans du sérum de veau 

nouveau-né. L’ensemble de ces opérations a été renouvelé 4-5 fois. Les cardiomyocytes 

contenus dans les différentes fractions ainsi obtenues, ont été isolés à l’aide d’un gradient de 

Percoll (Sigma Aldrich) après 30 min de centrifugation à 3000 rpm. Les cardiomyocytes ont 

ensuite été mis en culture dans des boîtes de pétri de 60 mm de diamètre pour les Western 

blot (1,5 à 2 millions de cellules par boîte), des boîtes 24 puits pour les tests luciférases (300 000 

cellules par puits), ou des Labtech pour l’immunofluorescence (300 000 cellules par puits), 

préalablement tapissées par de la gélatine (Sigma) diluée à 0,1% dans du PBS. Les cellules 

ont été maintenues dans du milieu Dubelcco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco 

GRL) et du milieu 199 supplémentés par 10 % de sérum de cheval, 5 % de sérum de veau 

nouveau né, 1 % de glutamine et des antibiotiques (pénicilline, streptomycine à 1%). Les 

cultures cellulaires sont maintenues à 37°C dans une atmosphère humidifiée contenant 5% de 

CO2. Le lendemain, les cellules ont été cultivées dans le même milieu en l’absence de sérum. 
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2-3 Transfection transitoire et stimulation cellulaire 
 

Une transfection optimum est obtenue lorsque les cellules sont à 50-70% de confluence. 

Ainsi, 12h après l’isolement, les cardiomyocytes ont été transfectés avec 4µg (boîtes de 6cm 

de diamètre) ou 1 µg (boîtes 24 puits et Labtech) de plasmide. Les transfections ont été 

réalisées à l’aide d’un polymère cationique, la Lipofectamine 2000 (Invitrogen). Ce polymère 

est caractérisé par une tête polaire chargée positivement et d’une queue hydrophobe. Une fois 

en solution, ces polymères forment des liposomes dont la surface formée par les têtes 

polaires et chargée positivement s’associe à l’ADN plasmidique. Les complexes ADN-

liposomes sont internalisées par les cellules. L’acidification des vésicules d’endosomes libère 

l’ADN plasmidique dans le cytosol. 

 

Les plasmides et la Lipofectamine (2 µl de Lipofectamine pour 1 µg d’ADN) ont été dilués 

séparément dans du milieu Optimem (Gibco GRL). Après 5 min, le milieu contenant la 

Lipofectamine a été ajouté à celui contenant les plasmides, puis a été incubé à température 

ambiante pendant 20 min. Les cardiomyocytes ont ensuite été incubés pendant 4h à 37°C 

avec le milieu de transfection ainsi obtenu. Ce milieu a ensuite été remplacé par du milieu de 

culture sans serum et les cellules ont été incubées pendant 48h pour permettre une expression 

optimale des protéines. Le lendemain, les cellules ont été incubées à 37°C en présence des 

différentes substances chimiques stimulantes pendant le temps 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 dans 150 µl de tampon (20mM Tris-HCl pH 7.4, 

150mM NaCl, 0.5% Nonidet P40, 0.5mM EDTA, 1 mM phénylméthylsulphonyl fluoride 

(PMSF), 10 µg/ml leupeptine, 10 µg/ml aprotinine) pour les westerns blot Carabine. Pour les 

westerns blot ERK, les cellules ont été lysées mécaniquement dans 100 µL de tampon de lyse 

(50mM Hépès, 0.5% Nonidet P40, 250mM NaCl, 10% glycérol, 2mM EDTA, un cocktail 

d’inhibiteur de protéase et phosphatase (Phosphostop et complete mini-EDTA, Roche®)). 

Pour les pull down, les cellules ont été lysées mécaniquement dans 250 µl de tampon (10 

mM Tris-HCL pH 8.0, 60mM N-octyl glucoside, 150 mM NaCl, 10 mM NaF, 5 mM EDTA, 

un cocktail d’inhibiteur de protéase et phosphatase (Phosphostop et complete mini-EDTA, 

Roche®). Afin d’optimiser la lyse cellulaire, les échantillons ont été incubés 10 min à 4°C. 

Enfin, les lysats cellulaires ont été centrifugés à 15 000 g pendant 20 min à 4°C et les 

surnageants ont été conservés à -80°C.  

 

2- Dosage protéique 

 

La concentration en protéine des surnageants a été déterminée par la technique 

colorimétrique utilisant de l’acide bicinchoninique à 98% et du sulfate de cuivre II à 2% 

(Sigma Aldrich). Les ions cuivriques Cu2+ sont réduits en ions cuivreux Cu+ par les protéines 

et forment avec l’acide bicinchoninique un complexe pourpre dont l’absorbance à 560 nm est 

proportionnelle à la quantité de protéine. Leur concentration est déterminée par rapport à une 

gamme de BSA (sérum albumine bovine). 

 

3- Précipitation par affinité de Ras-GTP 

 

Cette technique permet de mettre en évidence l’activation de la petite protéine Ras. La 

technique repose sur la capacité de la forme active de Ras (Ras-GTP) à lier le domaine RBD 

de son effecteur Raf1 (Raf1(RBD)). La méthode consiste à précipiter Ras-GTP à l’aide de 

billes de sépharose/glutathion sur lesquelles sont greffées des protéines de fusion contenant le 

domaine Raf1(RBD) et la gluthation S transférase (GST) (Figure 25). 
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3-1 Préparation des  protéines de fusion Raf1(RBD)-GST 

Des bactéries HB101 transformées par le plasmide PGEX2T (Amersham Pharmacia Biotech)  

Raf1(RBD)-GST, ont été cultivées à 37°C dans du milieu L Broth (10g/L tryptone, 5g/L 

Yeast extract, 5g/L NaCl) en présence de 100µg/ml d’ampicilline jusqu’à ce que la densité 

optique de la culture bactérienne à 600 nm atteigne une valeur de 0,6. La synthèse protéique 

a été induite pendant 4h par ajout d’iso-propyl-thio-galactopyrannoside (IPTG, 1mM). Après 

centrifugation à 3500 g pendant 15 min à 4°C, le culot bactérien a été lysé par sonication 

dans un tampon de lyse (20 % sucrose, 10 % glycérol, 50 mM tris pH 7.5, 2 mM MgCl2, 0.2 M 

Na2S2O5, 2mM dithiothreitol (DTT), 1mM PMSF, 10 µg/ml aprotinine et leupeptine). Après 

centrifugation à 15000 g pendant 20 min à 4°C les surnageants contenant la protéine de 

fusion ont été congelés à -80°C. La pureté de la préparation a été évaluée par électrophorèse 

dénaturante en gel de polyacrylamide après coloration du gel au bleu de Coomassie.  

 

3-2 Couplage de la protéine de fusion à des billes de glutathion 

Les lysats bactériens contenant les protéines Raf1(RBD)-GST ont été incubés pendant 1h à 

4°C avec des billes de sépharose couplées au glutathion réduit. L’enzyme GST reconnaît le 

glutathion avec un haut degré d’affinité, permettant ainsi la fixation de la protéine de fusion 

aux billes de sépharose. Après centrifugation à 5000 g pendant 1 min, les culots sont lavés 

dans un tampon contenant (10 mM Tris-HCL pH 8.0, 60mM N-octyl glucoside, 150 mM 

NaCl, 10 mM NaF, 5 mM EDTA, 1 mM sodium ortovanadate, 1 mM phénylméthylsulphonyl 

fluoride(PMSF), 10 µg/ml leupeptine, 10 µg/ml aprotinine) 

 

3-3 Précipitation par affinité de Ras-GTP 

30 µl de billes/Raf1(RBD)-GST ont ensuite été incubés 1h à 4°C avec 250 µg de protéines 

obtenues après traitement et lyse des cardiomyocytes. Après lavage et centrifugation, le 

complexe Ras-GTP/Raf1(RBD)-GST/billes ont été repris dans 35 µl de tampon de charge 

puis ont été dissociés par 10 min de chauffage à 100°C. Parallèlement, 20 µg de lysats 

cellulaires bruts n’ayant pas subi de précipitation par affinité (lysats totaux) ont été dilués 2 

fois dans du tampon de charge. Ceux-ci contiennent les petites protéines G sous leur forme 

active (liée au GTP) et inactive (liée au GDP). Ils permettent de comparer le niveau 

d’activation de Ras de chaque puits en s’assurant que leur niveau d’expression est identique 

dans chaque échantillon cellulaire. Les protéines sont ensuite révélées par la technique de 

Western blot. 
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Figure 25 Schéma représentant la technique de précipitation par affinité des petites 
protéines G, exemple de Ras. Cette technique permet de mettre en évidence l’activation des 
petites protéines G. Dans le cas de Ras, la technique repose sur la capacité de la forme active 
de Ras (Ras-GTP) à lier le domaine RBD de son effecteur Raf1 RBD (Raf1(RBD)). Le lysat 
cellulaire est incubé avec des billes de sépharose/glutathion sur lesquelles sont greffées des 
protéines contenant le domaine Raf1(RBD) fusionné à la gluthation S transférase (GST). Les 
billes, sur lesquelles est fixé Ras-GTP, sont ensuite précipitées par centrifugation. Ras-GTP 
est ensuite révélé par Western Blot. Un second immunoblot est réalisé à partir du lysat 
cellulaire non précipité (incluant les formes actives et inactives de Ras). 
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4- Translocation HDAC 

 

La séparation de la fraction cytosolique et nucléaire permet de quantifier la translocation de 

HDAC. Les cellules ont été prélevées dans du PBS froid. Après une centrifugation de 5000 rpm 

pendant 2 minutes, les cellules sont lysées sur la glace, dans un tampon hypotonique (Hépès 

20mM, pH 7,5 ; NaCl 10mM, et un cocktail d’inhibiteurs de protéases et phosphatases de 

chez Roche®), additionné de 10% de Nonidet P40. Après une centrifugation (2500 rpm, 2 

min à 4°C), le supernageant, contenant la fraction cytosolique, est récupéré. Le culot est 

resuspendu dans un tampon hypertonique (Hépès, 20mM, pH7.5 ; NaCl 400mM, et un 

cocktail d’inhibiteurs de protéases et phosphatases de chez Roche®) et laissé 15min sur la 

glace. Après une dernière centrifugation (10 000rpm, 10 min à 4°C), le supernageant, 

contenant la fraction nucléique, est récupéré. La concentration des protéines des deux 

fractions est déterminée par le kit iNtRON Biotechnology assay Reagent kit. 15 µg des 

protéines totales sont chauffées à 95°C pendant 10 min, sont mis dans du tampon de charge 

de Laemmli et fait migré sur gel SDS-PAGE, comme décrit ci-dessous. 

 

 

5- Western blot 

 

Cette technique permet de mettre en évidence une protéine spécifique au sein d’un lysat 

cellulaire. Elle inclut une étape d’électrophorèse permettant de séparer les protéines selon 

leur poids moléculaire, une étape de transfert afin de rendre les protéines accessible à la 

détection par des anticorps spécifiques, et enfin une étape de révélation.  

Les protéines ont d’abord été séparées selon leur poids moléculaire par électrophorèse 

dénaturante en gel de polyacrylamide. Les échantillons ont été dilués au demi dans du 

tampon de charge de Laemmli (125 mM Tris, 10 % glycérol, 0,001 % bleu de bromophénol, 

2 % SDS, 5 % β-mercaptoéthanol, un agent réducteur des ponts disulfure qui facilite la 

dénaturation), puis ont été incubés 5 min à 100°C. Les protéines ont ainsi été dénaturées et 

chargées négativement par le sodium dodécyl sulfate (SDS). Dans le cas des pull down Ras 

ou du western blot phospho-ERK, les échantillons sont chauffés 5min à 95°C. Pour les 

westerns blot Carabine, ils ne sont pas chauffés.  
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5-1 Electrophorèse dénaturante en gel de polyacrylamide (SDS-PAGE : sodium 

dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) 

Les échantillons ont ensuite été déposés dans un gel d’électrophorèse contenant un premier 

gel de tassement à 5 % d’acrylamide (5% polyacrylamide (acrylamide/bis acrylamide 

30/0,8), 0.125 mM Tris pH 6.8, 0.1 % SDS, 0.1 % ammonium persulfate, 0.001 % Temed), 

et un second gel de séparation à 10% (pour le western blot Carabine) ou 15 % (pour le pull 

down Ras) d’acrylamide (10% -15% polyacrylamide, 375 mM Tris-HCl pH 8.8, 0.1% SDS, 

0.05% persulfate d’ammonium et 0.001% de Temed)). L’ensemble a été immergé dans un 

tampon de migration (25 mM Tris, 200 mM Glycine, 0,1 % SDS). Les échantillons ont été 

concentrés dans le premier gel de concentration sous l’action d’un champ électrique de 80 

volts pendant 30 min, puis ont été séparés dans le second gel sous l’action d’un champ 

électrique de 110 V pendant 1h30. 

 

5-2 Transfert des protéines sur  membrane. 

En fin d’électrophorèse, les protéines ont été transférées du gel de polyacrylamide vers une 

membrane de PVDF (polyvinylidène difluoride, Hybond-P, Amersham Pharmacia 

Biotechnologies) pendant 2H à 4°C sous l’action d’un champ électrique de 120 volts. La 

membrane a été préalablement activée par du méthanol et équilibrée par du tampon de 

transfert (40mM Glycine, 25mM Tris, 20% Méthanol). Cette étape permet de charger la 

membrane positivement afin qu’elle retienne les protéines (chargées négativement). Le gel 

d’électrophorèse et les membranes PVDF ont été placés dans une cassette de transfert comme 

indiqué sur le schéma ci–dessous (Figure 26) 

 

Figure 26 Schéma de montage de la cassette de transfert pour le Western Blot.  
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5-3 Immunomarquage 

Les sites de liaisons non spécifiques des anticorps ont été saturés par incubation des 

membranes pendant 1h dans du tampon 0,5% TTBS (25 mM Tris, 140 mM NaCl, 3 mM 

KCL,  0.5 % de Tween-20) contenant 5% de lait. Les membranes ont ensuite été incubées 1h 

à température ambiante avec l’anticorps primaire dirigé spécifiquement contre la protéine 

d’intérêt puis 1h avec un anticorps secondaire couplé à une enzyme, la Horse Radish 

Peroxydase (HRP). Entre chaque étape, les membranes ont été lavées avec du 0,5% TTBS 

pendant 15 min, puis 3 fois pendant 5 min. 

 

5-4 Révélation 

Les protéines d’intérêt ont été mises en évidence grâce aux anticorps par 

chimioluminescence. La réaction est accompagnée d’une émission de lumière à 528nm. Les 

membranes ont été incubées pendant 5 min avec le substrat de la peroxydase (kit SuperSignal 

West Dura ou Femto extended duration substrate, Thermo Scientific). Le substrat est oxydé 

par l’enzyme et émet un signal lumineux qui est visible par caméra CCD (ChemiDoc XRS+, 

Bio-rad). Après révélation, le signal a été quantifié par densitométrie à l’aide du logiciel 

Quantity One (Biorad). Ce signal est (semi-)proportionnel à la quantité de protéine.  

 

6- Incorporation de [3H]-leucine  

 

La synthèse protéique, qui est un marqueur de l’HC, a été évaluée en incubant les CVRN 

(cardiomyocyte ventriculaire de rats nouveaux nés) avec de la leucine marquée au tritium 

([3H]-Leucine). La synthèse protéique est ainsi déterminée en mesurant la quantité de [3H]-

Leucine incorporée dans les protéines néosynthétisées. Les CVRNs ont été incubés pendant 

24h dans le milieu de culture contenant de la [3H]-Leucine (1 µCi/ml) en présence 

d’adénovirus Carabine ou GFP et/ou sous stimulation PE (10µM) dans du milieu sans sérum. 

Les cellules ont ensuite été lavées avec du PBS froid afin d’éliminer la [3H]-Leucine libre, 

puis ont été incubées pendant 1 heure à 4°C avec de l’acide trichloroacétique 5% pour 

précipiter les protéines. Les précipités ont été lavés deux fois à l’eau froide, puis ont été 

resuspendus dans 0.1N NaOH, 0.1% triton pendant 1h. Après grattage, les lysats obtenus ont 

été mélangés avec 4 ml de liquide scintillant (Perkin Elmer). La radioactivité a été analysée à 

l’aide d’un compteur à scintillation (Beckman, France). 
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7- Tests d’activité enzymatique 

 

7-1 Activité Calcineurine 

L’activité phosphatase de la CaN dans les lysats cellulaires a été mesurée à l’aide du kit 

Calcineurin Cellular Activity Assay de Calbiochem (Ref. 207007). Les cellules ont été lysées 

dans un tampon contenant 50 mM Tris, 1 mM DTT, 100 µM EDTA, 100 µM EGTA, 0.2% NP-

40, pH 7,5. Les lysats ont ensuite été ultracentrifugés à 100 000 g pendant 45 min à 4°C. Les 

surnageants ont été récupérés et filtrés à travers des colonnes contenant une résine P6 DG de 

dessalage afin d’éliminer les phosphates et les nucléotides libres. L’activité phosphatase de la 

CaN a été déterminée en mesurant les phosphates libérés par la déphosphorylation du substrat 

spécifique de la CaN, le RII-phosphopeptide (Asp-Leu-Asp-Val-Pro-Ile-Pro-Gly-Arg-Phe-Asp-

Arg-Arg-Val-pSer-Val-Ala-Ala-Glu). Les extraits (10 µg de protéines) ont été incubés pendant 

2 min dans 50 µl de tampon (100 mM NaCl, 50 mM Tris, 6 mM MgCl2, 0,5 mM CaCl2, 0,5 

mM DTT, 0.025% NP-40, pH 7.5) contenant 750 µM RII-phosphopeptide, 0,5 µM acide 

okadaique (inhibiteur PP1 et PP2A), et 250 µM calmoduline ou 10 mM EGTA. Dans le 

contrôle (blanc), il n’y a pas de RII phosphopeptide. La quantité de phosphates libérés a été 

quantifiée par colorimétrie, en mesurant l’intensité du signal obtenu à 620nm à l’aide d’un 

lecteur de plaque (Benchmark plus, Bio-Rad). Le tampon EGTA représente l’activité totale 

phosphatase moins celle de la CaN (donc l’activité totale moins PP-1, PP-2A et PP-2B). L’acide 

okadaique (OA) inhibe l’activité phosphatase de PP-1 et PP-2A sans inhiber celle de la CaN 

(donc l’activité totale moins PP-1 et PP-2A). L’activité réelle de la CaN dans les extraits 

cellulaires correspond à l’acide okadaique moins l’acide okadaique plus l’EGTA (CaN = OA-

(OA+EGTA)).  
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 H2O 
Tampon + 

CaM 

Tampon + 

EGTA 
OA 

Tampon + RII 

phosphopeptide 

Extrait 

cellulaire 

Blanc 20 µl 25 µl 0 µl 0 µl 0 µl 5 µl 

OA 5 µl 25 µl 0 µl 5 µl 10 µl 5 µl 

OA+EGTA 5 µl 0 µl 25 µl 5 µl 10 µl 5 µl 

Contrôle 

positif 
10 µl 25 µl 0 µl 0 µl 10 µl 

5 µl d’enzyme 

CaN 

Tableau 4 Test d’activité de la calcineurine.  

Tableau représentant les différents milieux de réaction permettant de mesurer l’activité 
calcineurine dans les extraits cellulaires. L’activité de cette phosphatase est mesurée in vitro 
en déterminant la quantité de phosphates libérés par la déphosphorylation du substrat RII-
phosphopeptide par la calcineurine en présence (activité totale) ou en l’absence (activité 
EGTA) de Ca2+ et de calmoduline. L’activité de la CaN = OA-(OA+EGTA) 

 
 
 
 7-2 Activité CaMKII 

L’activité de la CaMKII a été évaluée en mesurant l’autophosphorylation de la thréonine 286 

de la CaMKII par Western blot, après immunoprécipitation de la CaMKII. Les lysats 

cellulaires ont été prélavés avec 20 µl de billes d’agarose nues afin d’éliminer les protéines 

pouvant se lier de manière non spécifique aux billes d’agarose. Après élimination des billes 

par une centrifugation de 2 min à 5000g, les lysats ont été incubés pendant 1h30 à 4°C avec 

l’anticorps anti-CaMKII (2 µg/µl). Un contrôle a été réalisé en incubant les anticorps avec du 

tampon de lyse afin de déterminer les bandes non spécifiques correspondant aux IgG. Les 

complexes protéiques formés par la CaMKII et les anticorps ont été récupérés en incubant les 

lysats pendant 2h à 4°C avec des billes d’agarose couplées à des protéines G qui 

reconnaissent la partie Fc des anticorps anti-CaMKII.  Le complexe protéine – anticorps – 

bille a été récupéré par centrifugation, et a été lavé 3 fois avec le tampon de lyse. Les billes 

ont ensuite été reprises dans 25µl de tampon Laemmli, puis ont été chauffées 5min à 95°C. Le 

surnageant a été récupéré et l’activité de la CaMKII a été déterminée en réalisant un Western 

blot anti-phospho-CaMKII (Thr 286) selon le protocole décrit précédemment. Un second 

immunoblot anti-CaMKII a été réalisé afin d’évaluer la quantité de CaMKII totale dans les 

échantillons.  
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7-3 Activité Luciférase 

L’activité transcriptionnelle de l’ANF dans les cardiomyocytes néonataux, qui est un 

marqueur d’HC, et les activités transcriptionnelle de NFAT, cible de la calcineurine et MEF-

2, cible de la CaMKII ont été déterminées à l’aide du gène rapporteur de la luciférase (Cf. 

chapitre du matériel, paragraphe plasmides). La luciférase est une enzyme bioluminescente, 

qui en s’oxydant émet des photons. L’activité de la luciférase a été déterminée à l’aide du kit 

Promega (Luciferase assay system). Les cellules préalablement transfectées avec le gène 

rapporteur de la luciférase, ont été lysées avec un tampon contenant 20mM Tris-HCl pH 7.4, 

150mM NaCl, 0.5% Nonidet P40, 0.5mM EDTA, 1 mM phénylméthylsulphonyl fluoride 

(PMSF), 10 µg/ml leupeptine, 10 µg/ml aprotinine, et des inhibiteurs de protéases. La fraction 

insoluble de chaque extrait a été éliminée par centrifugation à 12 000g pendant 2 min. 25 µl 

de surnageant ont été prélevés, puis ont été incubés pendant 10 sec avec le substrat de la 

luciférase, la luciférine, en présence d’ATP, de Mg2+ et d’O2. La quantité de photons libérés 

suite à l’oxydation de la luciférine par la luciférase présente dans les extraits cellulaires, a été 

analysée par luminométrie sur un TECAN infinite F500® avec un délai d’acquisition du 

signal de deux secondes et un temps d’acquisition du signal de dix secondes. 

 

 

V - METHODES DE MICROSCOPIE 

 

1- Immunomarquage 

 

Les cellules ont été fixées par 4 % de paraformaldéhyde (PFA), qui stabilise les 

membranes, pendant 5 min à température ambiante puis ont été rincées dans du PBS 

(Phosphate-buffered saline) (Gibco). 

L’organisation des structures sarcomériques a été visualisée après marquage de l’α-

actinine des disques Z. Les cellules ont été perméabilisées par du Triton-X100 à 0,1 % 

pendant 5 minutes, suivi de deux rinçage au PBS. Les sites de liaisons non spécifiques des 

anticorps ont été bloqués pendant 1h à température ambiante par du PBS contenant 3 % de 

BSA. Les cellules ont ensuite été incubées avec l’anticorps anti-α-actine (monoclonal, clone 

EA-53, 1 :300, Sigma Aldrich), ou l’anti-myc (monoclonal, 1 :200 Santa Cruz) pendant 

1heure à température ambiante. Après lavage au PBS, les cellules ont été incubées avec un 

anticorps secondaire couplé à  l’Alexa Fluor®488 ou l’Alexa Fluor®633 (1 :200) pendant 1 heure. 
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Après traitement les cellules ont été rincées puis montées sur lamelles avec le milieu de 

montage VECTASHIELD® (Vector Laboratories). L’organisation des structures 

sarcomériques a été visualisée après marquage de l’α-actinine des disques Z. 

 

Les expériences de translocation ont été réalisées pour NFAT dans des cardiomyocytes 

et pour HDAC dans des cellules de lignées COS-7 (CV-1 in Origin and carrying SV-40), 

dérivent de cellules de reins de singe africain. Après 24 heures de culture, les cellules ont été 

préalablement transfectées avec les plasmides NFAT ou HDAC4-GFP et avec le plasmide 

contrôle ou cMyc-Carabine. Deux jours après leur transfection elles ont été stimulées à la PE 

(10µM). Le protocole d’immunomarquage est le même que celui décrit précédemment. La 

présence de la localisation de ces plasmides est mise en évidence par leurs tags (HA ou myc). 

L’anticorps secondaire utilisé est couplé à l’Alexa Fluor®633. 

 

2- Acquisition d’images  

 

Les cellules ont été observées à l’aide d’un microscope confocal (Carl Zeiss LSM 510) 

après excitation de la GFP à 488 nm, et de l’Alexa fluor à 543 nm. Les images obtenues ont 

été analysées avec le logiciel LSM browser. Pour chaque condition, la taille des CVRNs a été 

analysée sur environ 300 cellules issues de 5-6 expériences différentes et a été déterminé par 

planimétrie sur le logiciel LSM Image Browser de Zeiss.  

 

 

VI - ANALYSES STATISTIQUES  

 

Les données ont été comparées deux à deux à l’aide d’un test t de Student bilatéral, 

variance inégale à deux exemples. Pour les tests luciférases, les données ont été comparées à 

l’aide d’un test anova, oneway, avec l’intervalle de 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 stimulée. # correspond à la comparaison avec 

le contrôle non stimulé. 
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La protéine Carabine inhibe les voies pro hypertrop hiques de la 
CaN, Ras et la CaMKII dans des cardiomyocytes de ra ts 

 

I - position du problème 
 

Les voies des récepteurs α et β-ARs régulent la contraction cardiaque, mais une stimulation à 

long terme de ces récepteurs est délétère et conduit à une HC, une dysfonction ventriculaire 

gauche, pouvant aboutir à l’IC, un risque majeur de morbidité et mortalité dans les pays 

industrialisés. En effet, l’activation des récepteurs β-ARs module la concentration de l’AMPc 

qui régule des protéines pro-hypertrophiques comme la PKA ou Epac. Le GEF Epac conduit 

notamment à l’activation des protéines Ras, CaMKII et CaN (Métrich et al., 2008 ; Métrich et 

al., 2010). Ras activée induit l’HC in vitro et in vivo (Thorburn et al., 1993  ; Zheng et al., 

2004) Les protéines dépendantes du calcium : la CaN et la CaMKII sont aussi fortement 

impliquées dans ces processus de remodelage cardiaque. Ainsi les souris transgéniques 

exprimant la forme constitutivement active de la CaN ou celles surexprimant la CaMKIIδC 

développent une hypertrophie cardiaque (Molkentin et al., 1998 ; Zhang et al., 2003). 

Classiquement la phosphatase CaN déphosphoryle le facteur de transcription NFAT tandis 

que la CaMKII active le facteur de transcription MEF2, tous deux capable d’activer les gènes 

pro-hypertrophiques. Comme nous l’avons vu précédemment dans l’introduction, il existe 

plusieurs protéines régulatrices de ces voies de signalisation. Nous avons donc cherché à 

mieux comprendre les effets de Carabine sur ces voies de signalisation. 

 

 A ce jour, la protéine Carabine, découverte récemment dans le système immunitaire a été peu 

étudiée et aucune recherche n’a encore été réalisé dans les cellules cardiaques. Pourtant, cette 

protéine possède des interactions avec des protéines d’intérêts dans l’HC puisqu’elle présente 

un domaine d’interaction avec la CaN et un domaine Ras GAP, suggérant des effets 

inhibiteurs sur le remodelage et les voies de signalisations cardiaques. Le but de cette étude 

est donc d’étudier les effets fonctionnels de Carabine sur les marqueurs de l’hypertrophie des 

cardiomyocytes et sa modulation des voies de signalisations induit par des stimulations α et β-

ARs. 
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Dans un premier temps, nous avons déterminé par western blot la présence de la protéine 

Carabine dans les cardiomyocytes de rats. Nous nous sommes ensuite intéressés aux effets 

fonctionnels de cette protéine sur l’hypertrophie et le remodelage cardiaque (taille des 

cardiomyocytes, réorganisation des sarcomères, réexpression des gènes fœtaux), en injectant 

de l’adénovirus Carabine dans des cœurs de rats sténosés et en surexprimant cette protéine 

dans de cardiomyocytes de rats nouveaux nés en culture. Puis, nous avons caractérisé les 

voies de signalisation associées à Carabine dans l’HC. Nous avons donc étudié son activité 

sur la CaN, ainsi que son action en aval sur le facteur de transcription NFAT en évaluant sa 

translocation et son activité transcriptionnelle sous stimulation des récepteurs α-ARs. Puis 

nous avons analysé son interaction avec la protéine Ras par immunoprecipitation (IP), ainsi 

que son action sur l’activité de Ras par pull down. Par western blot, nous avons approfondi 

ses effets sur un des effecteurs de Ras : ERK1/2. Enfin, nous avons analysé les effets de 

Carabine sur l’activité de la CaMKII, la translocation de HDAC et l’activité transcriptionnelle 

de MEF2. Pour finir, nous avons étudié les effets de Carabine lors de l’hypertrophie des 

cardiomyocytes induite par Epac.  

 

II – Résultats  
 

Les résultats de cette étude sont présentés dans l’article suivant : 

 

Carabin inhibits cardiac myocyte hypertrophy through a calcineurin, Ras and CaMKII 

dependent signaling pathway ; Berthouze*, Breckler*, Laurent, Varin, Lucas, Bisserier, 

Deloménie, Lacampagne, Cazorla, Crozatier, Morel, Lezoualc’h. 

* co-premier auteur 

Soumis à Circulation 
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III - Conclusion  
 

 III-1 Présence de la protéine Carabine dans les cardiomyocytes et son effet sur 

la croissance cellulaire  

 

Cette étude montre pour la première fois que Carabine est bien présente dans les 

cardiomyocytes de rats nouveaux nés et adultes. De plus, sous stimulations des récepteurs α et 

β-ARs, qui induisent la croissance cellulaire, il est intéressant de noter que l’expression de 

Carabine augmente, suggérant que lors de la mise en place de l’hypertrophie cardiaque, 

l’augmentation de l’expression de Carabine modulerait la croissance cardiaque. En effet, sur 

des cardiomyocytes isolées activées à la PE, la surface cellulaire mesurée par planimétrie, 

augmente chez les contrôles mais pas sur les cardiomyocytes surexprimant Carabine. La 

protéine Carabine inhibe donc la croissance des cardiomyocytes sous stimulation des 

récepteurs α-ARs, in vitro. Pour tester son rôle fonctionnel in vivo, nous avons injecté 

l’adénovirus Carabine dans des cœurs de rats sténosés, pour surexprimer la protéine dans un 

modèle d’étude d’HC. Après 7 jours de sténose, les cardiomyocytes sont isolées. La taille des 

cardiomyocytes de rats sténosés qui surexpriment Carabine est plus réduite par rapport aux 

cardiomyocytes contrôles infectés à la GFP. La protéine Carabine est donc capable d’inhiber 

la croissance cellulaire in vitro et in vivo. 

 

III-2 Les effets anti-hypertrophiques de la protéine Carabine sur le remodelage 

cardiaque  

 

Carabine étant à la fois exprimée dans les cardiomyocytes et en plus capable d’inhiber la 

croissance cellulaire lors de stimuli hypertrophique, nous nous sommes intéressés à son rôle 

fonctionnel sur le remodelage cardiaque, en évaluant la réorganisation des protéines 

contractiles et la réexpression des gènes fœtaux, deux marqueurs de l’HC. Ainsi, dans les 

cardiomyocytes, l’activation des récepteurs α-ARs induit une réorganisation de nouveaux 

sarcomères qui n’apparait pas dans ceux surexprimant Carabine. Carabine inhibe donc le 

remodelage des protéines contractiles. De plus, l’activité transcriptionnelle de l’ANF 

augmente dans les cardiomyocytes dont les récepteurs α-ARs sont activés, alors que dans 

ceux surexprimant Carabine, l’activité transcriptionnelle de l’ANF diminue. A l’inverse, une 
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inhibition de la protéine Carabine par transfection d’un siARN Carabine, augmente l’activité 

transcriptionnelle sous activation des récepteurs α-ARs comparés aux cellules transfectées par 

le siARN contrôle. Carabine a donc également un effet sur la réexpression des gènes fœtaux. 

In vitro, Carabine inhibe le remodelage cardiaque et a donc un rôle anti-hypertrophique. 

 

III-3 La protéine Carabine inhibe les voies Ras, CaN et CaMKII 

 

Nous avons ensuite analysé les voies de signalisations dans lesquelles Carabine est impliquée. 

En s’intéressant tout d’abord au domaine de liaison à la CaN que Carabine possède, nous 

avons déterminé l’inhibition de l’activité de cette phosphatase, par test enzymatique. Puis, 

nous avons confirmé ce résultat grâce au facteur de transcription NFAT, qui dephosphorylé 

par la CaN, transloque au noyau. La surexpression de la protéine Carabine dans les 

cardiomyocytes de rats nouveaux nés inhibe la translocation et l’activité transcriptionnelle de 

NFAT lors de stimulation des récepteurs α-ARs. Carabine possédant également un domaine 

RasGAP, nous avons examiné l’activité de Ras par pull down, sur des cardiomyocytes 

surexprimant Carabine. L’activité de Ras est bien diminuée par Carabine. De plus, nous avons 

observé par IP, que Carabine se lie directement à Ras. Enfin, nous avons déterminé que 

Carabine réduit la phosphorylation d’un des effecteurs de Ras, ERK1/2 grâce à son domaine 

RasGAP. Pour finir nous avons analysé l’effet de Carabine sur une autre protéine sensible au 

calcium : la CaMKII, qui permet la libération de MEF2 par la translocation des HDACs. La 

surexpression de Carabine dans des cardiomyocytes inhibe l’activité de la CaMKII, ainsi que 

la translocation HDAC et l’activité transcriptionnelle de MEF2. La surexpression de mutants 

de Carabine dans le domaine Ras-GAP ou dans le domaine de liaison à la CaN, ont les mêmes 

effets que Carabine, prouvant que l’inhibition de la CaMKII se fait par un autre domaine, qui 

n’est pas encore connu. 

Enfin, comme la protéine Epac, active la petite protéine G Ras, qui stimule à son tour les 

protéines Ca2+ dépendantes CaN et CaMKII nous avons examiné si la protéine Carabine pouvait 

inhiber la voie pro-hypertrophique Epac. Les cardiomyocytes qui sont activés par le 8CPT et 

qui surexpriment Carabine inhibent l’activité de Ras et de la CaMKII, l’activité transcriptionnelle 

de NFAT ainsi que la translocation HDAC. L’inhibition de l’HC induite par Carabine passerait 

donc en partie par la voie Epac. En conclusion, nous montrons que la protéine Carabine, est 

bien présente dans les cardiomyocytes, et inhibe le remodelage cardiaque en ayant un effet anti-

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

 

En 2007, Pan et ses collaborateurs découvrent une nouvelle protéine inhibitrice de la CaN 

dans le système immunitaire. Dans les lymphocytes T, Carabine a été montrée comme 

inhibant les protéines CaN et Ras, protéines impliquées dans l’activation des cellules T (Pan 

et al., 2007). Etant donné que, suite à une activation chronique des récepteurs α et β-ARs, la 

phosphatase calcineurine et la petite protéine G Ras sont des protéines impliquées dans la 

signalisation de l’hypertrophie cardiaque, la découverte de Carabine pose la question du rôle 

de cette protéine dans la pathologie cardiaque. A ce jour, la fonction de Carabine dans le 

cardiomyocyte n’a toujours pas été caractérisée.  

 

Au cours de ma thèse, nous avons montré in vivo et in vitro, que la protéine Carabine est 

exprimée dans les cardiomyocytes de rats et qu’elle inhibe le remodelage des cardiomyocytes 

induit lors d’un stress, en bloquant : la croissance cellulaire, la synthèse protéique, la 

réorganisation des sarcomères et la réexpression des gènes fœtaux. Nous avons également mis 

en évidence que Carabine exerce ses effets via l’inhibition des protéines CaN, Ras et CaMKII.   

 

I – Expression de Carabine dans les cardiomyocytes de rats et 
analyse de son rôle dans le remodelage des cardiomy ocytes 
 

Nous montrons pour la première fois que la protéine Carabine est exprimée dans les 

cardiomyocytes de rats nouveau-nés et adultes. Ces résultats sont en accord avec les résultats 

précédents de Pan et de ses collaborateurs (2007) qui ont montré par Northern blot la présence 

de Carabine dans le myocarde. De plus, lors de stimulations des récepteurs α et β-ARs (PE et 

Iso), l’expression de la protéine augmente. Suite à cette modulation de l’expression de la 

protéine, nous avons étudié la protéine dans les voies hypertrophiques induite par l’activation 

des récepteurs α et β-ARs. La PE est un agoniste spécifique des récepteurs α1-ARs (Ruffolo et 

al., 1991) tandis que l’Iso agit sur les récepteurs β-ARs.  
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L’expression de l’ARNm de Carabine 

Nous avons mesuré la quantité d’ARNm sur des cœurs de rats sténosés, modèle d’étude de 

l’HC par surcharge de pression. Des rats soumis à deux intensités de sténoses (clip 60 et 80, la 

sténose 60 induit une hypertrophie plus forte que la sténose 80 en réduisant davantage la 

lumière aortique), sur deux durées (2 et 5 semaines), ont été comparés avec des rats contrôles 

opérés (SHAM) (Figure 27). La mesure de la quantité d’ARNm de l’ANF nous sert de 

contrôle car elle permet de vérifier l’induction de l’HC par ligature aortique. L’ARNm de 

l’ANF augmente bien lors de la surcharge de pression. Etrangement, l’expression du gène 

codant pour Carabine dans le ventricule cardiaque gauche est diminuée chez le rat sténosé par 

rapport au contrôle SHAM. Il est probable que l’augmentation de l’ARNm de Carabine ait 

lieu au stade précoce de l’HC, mais une fois l’HC mis en place l’expression de l’ARNm 

diminue. Au départ, l’HC est adaptative et se produit par exemple lors de l’exercice. Puis, 

sous condition chronique de stress, elle devient délétère et peut induire l’IC. Ainsi, pour 

comparer Carabine avec d’autres inhibiteurs de la CaN, la quantité d’ARNm de Cabin 1/Cain 

est augmentée lors de l’exercice (Iemitsu et al., 2005). Cabin 1/ Cain, semble réguler l’HC 

adaptative. Pour vérifier le type d’HC inhibé par Carabine, il serait intéressant de quantifier la 

quantité d’ARNm de Carabine dans un modèle d’étude d’hypertrophie physiologique. 

Carabine inhibe peut être l’HC au stade adaptatif ou plus au début du stade pathologique.  
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Figure 27 Mesure de l’ARNm de l’ANF et de Carabine dans le ventricule gauche de rats 
sténosés de 2 et 5 semaines (Résultats obtenus par QPCR). 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 l’expression de Carabine (Pan et al., 2007). La stimulation 

des récepteurs α-ARs augmente l’activité de la CaN. MCIP1 est un inhibiteur et un indicateur 

de l’activité de la CaN (Vega et al., 2002 ; Benoit et al., 2004). Or, l’expression de MCIP1 

augmente lors de la surexpression du récepteur α-AR chez des souris transgéniques âgées de 

trois mois avec un cœur de taille normale (Benoit et al., 2004). Comme pour MCIP1, il serait 

donc intéressant de quantifier l’expression de Carabine sur ces souris transgéniques pour 

déterminer si son expression augmente, d’autant plus qu’in vitro, après une activation des 

récepteurs α-ARs l’expression de Carabine augmente. 

Il existe également des inhibiteurs de la CaN qui ont leur expression augmentée lors de l’HC. 

Les souris transgéniques pour la surexpression du récepteur α-AR, âgées cette fois-ci de neuf 

mois avec un cœur développant une cardiomyopathie dilatée, ont également une augmentation 

de l’expression de MCIP1. Donc si l’activité de la CaN est augmentée chez ces souris, 

l’expression de Carabine est probablement plus forte. Il serait intéressant de quantifier 

l’expression de Carabine sur ces souris transgéniques pour voir si son expression augmente 

aussi à neuf mois et pour comparer son expression avec celle d’un autre inhibiteur de la CaN.  

Par ailleurs, des rats entrainés (exercice volontaire) ont une activité de la CaN qui augmente 

dans le cœur (Eto et al., 2000). De plus, des rats entrainés ayant développés une hypertrophie 

cardiaque suite à l’exercice, ont une expression du gène et de la protéine Cabin1/Cain qui 

augmente et supprime les effets pro-hypertrophiques de la CaN (Iemitsu et al., 2005). Il en est 

de même pour l’expression de l’inhibiteur GSK3β qui est impliqué dans le mécanisme 

moléculaire de l’hypertrophie cardiaque physiologique. Par contre dans le cœur humain 

insuffisant, le clivage de Cabin 1/Cain est augmenté, ce qui entraîne une augmentation de 

l’activité de la calcineurine (Yang et al., 2010b). La régulation de Cabin1/Cain, tout comme 

celle de MCIP1 (Rothermel et al., 2003), peut être un mécanisme moléculaire servant 

d’adaptation à l’hypertrophie physiologique cardiaque résultant de l’exercice. Il faudrait 

comparer l’expression de Carabine aux autres inhibiteurs de la CaN dans les myocytes, pour 

savoir si Carabine est plus fortement exprimée que MCIP1 et si son activité est plus 

importante. Notre hypothèse étant que la régulation par Carabine a lieu au stade précoce de 

l’HC, il serait également intéressant d’étudier son effet lors d’une hypertrophie dite 

adaptative, en regardant si son expression augmente sur des souris surentrainées. Suite à 

l’étude de la mesure de l’expression de l’ARNm après des sténoses induisant une HC à un 

stade tardif (Figure 27),  il est en effet probable que Carabine inhibe la CaN à un stade 

précoce d’HC.  
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Nous ne savons pas si la protéine Carabine possède plusieurs transcrits. C’est par exemple le 

cas de MCIP1 qui possède quatre transcrits avec des fonctions différentes (Rothermel et al., 

2003). Seul l’expression du transcrit MCIP1.4 est augmenté par l’activation de la CaN, sans 

altérer l’expression des autres transcrits (Rothermel et al., 2003). On peut imaginer que des 

transcrits différents de Carabine pourraient donner des protéines avec des fonctions 

différentes dans l’HC.  

 
Carabine et le remodelage cardiaque 

Nous avons étudié le rôle de Carabine sur le remodelage cardiaque in vivo et in vitro. Pour 

déterminer le rôle de Carabine in vivo, nous avons mesuré la croissance cellulaire de 

cardiomyocytes issus de cœurs de rats ayant été infectés par un adénovirus Carabine et ayant 

subi une TAC (modèle d’HC par surcharge de pression). Nous avons montré que la 

surexpression de Carabine inhibe la croissance cellulaire in vivo. Sur des cardiomyocytes de 

rats nouveaux nés, la surexpression de Carabine inhibe également la croissance cellulaire in 

vitro. Le logiciel permettant la mesure de la surface cellulaire étant limité à une mesure en 

« deux dimensions », nous avons examiné d’autres marqueurs de l’HC in vitro, pour s’assurer 

des effets anti-hypertrophiques de Carabine. En surexprimant Carabine in vitro, nous avons 

mesuré son effet sur la synthèse protéique. Par incorporation de [3H]Leucine, nous avons 

déterminé que Carabine inhibe bien la synthèse protéique suite à une activation des récepteurs  

α-ARs (Figure 28).  
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Figure 28 Mesure de la synthèse protéique par incorporation de leucine tritiée. Les 
cellules sont infectées avec la GFP ou l’adénovirus Carabine MOI 10 pendant 24 heures, la 
[3H]Leucine est incorporée à 1µCi/mL et les cellules sont stimulées ou non par la PE à 10 µM 
pendant 48 heures. La radioactivité est mesurée par un compteur à scintillation (LS 6000 CS 
Beckman). 
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De plus, une surexpression de Carabine inhibe la réexpression des gènes fœtaux et la 

réorganisation des sarcomères. A l’inverse, l’extinction de l’expression de Carabine par 

l’utilisation d’un siARN potentialise la réexpression de l’ANF. Tous ces résultats prouvent 

bien l’effet de Carabine sur le remodelage des cardiomyocytes. Il est intéressant de noter que 

le mutant du domaine RasGAP CarabineR141A et le mutant du domaine de liaison à la CaN 

CarabineAAVG inhibent également la synthèse protéique de l’ANF (Figure 29). Ni le domaine 

de liaison à la CaN du mutant CarabineAAVG, ni le domaine RasGAP du mutant CarabineR141A  

ne sont donc indispensables dans l’inhibition de la réexpression des gènes fœtaux. Pour 

vérifier que cette inhibition n’est pas du à un domaine encore non identifié, ou pour savoir si 

un seul de ces deux domaines suffit à l’inhibition, il faudrait refaire cette expérience avec le 

double mutant de Carabine : CarabineAAVG et R141A.  

Une augmentation de l’expression de Carabine sous stimuli hypertrophique a donc un effet 

inhibiteur sur le remodelage cardiaque. Nous avons ensuite décortiqué les voies de 

signalisation régulées par Carabine. 
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Figure 29 Activité transcriptionnelle de l’ANF après activation des récepteurs α-ARs sur 
des cellules de rats néonataux qui surexpriment Carabine ou ses formes mutées. 

L’expérience a été réalisée dans les mêmes conditions que la figure 2B du papier Berthouze et 
al., en soumission. ***<0.001 par rapport a la condition non stimulée correspondante ; 
###<0.001, #<0.05 par rapport  au contrôle stimulé. 
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II – Carabine inhibiteur de Ras 
 

Dans les cellules de l’épithélium rénales, une diminution de l’expression de Carabine active 

Ras in vitro (Datta et al., 2009). Ainsi, Datta et ses collaborateurs (2009) suggèrent qu’une 

baisse de l’expression de Carabine peut induire une activation de Ras entrainant une 

prolifération des cellules cancéreuses dans le rein. Dans les cardiomyocytes, par une 

surexpression de Carabine, nous avons prouvé que Carabine inhibe Ras. On peut noter que 

l’anticorps utilisé pour le pull down Ras est H-Ras. L’expression de Carabine régulerait donc 

l’activité de H-Ras. Par analogie, il existe un inhibiteur de Ras présent dans le cœur humain, 

dont l’expression varie lors de l’IC. C’est RASSF1A, de la famille Rassf des protéines 

suppresseur de tumeurs, qui existe sous sept isoformes : RASSF1A à RASSF1G. RASSF1A 

régule de multiples processus cellulaires dont l’apoptose, le contrôle du cycle cellulaire, la 

mobilité cellulaire, et permet le maintien de la stabilité du génome (Oceandy et al., 2009b). 

RASSF1A se lie aussi à H-Ras (Vos et al., 2000). Dans les cœurs hypertrophiés de souris, 

ainsi que dans les cœurs insuffisants humains, on observe une diminution significative de 

l’expression de RASSF1A (Oceandy et al., 2009b ; Del Re et al., 2010). La délétion du gène 

RASSF1A dans des cœurs de souris potentialise les effets hypertrophiques induits par une 

constriction aortique. De plus, comme pour Carabine, la surexpression de RASSF1A dans des 

cardiomyocytes de rats nouveaux nés réduit la réponse hypertrophique induite par une 

activation des récepteurs α-ARs (Oceandy et al., 2009b).  

Cependant, nous avons remarqué que l’activité de Ras dans des cardiomyocytes non stimulées 

et surexprimant Carabine est augmentée. Ceci suggère qu’à l’état basal, Carabine et Ras sont 

peut être liée à d’autres protéines partenaires de Ras. En effet, en plus d’un complexe avec 

RASSF1A, il existe aussi un complexe avec la protéine p204 (Ding et Lengyel, 2008 ; 

Oceandy et al., 2009b). P204 est une protéine de la famille p200, inductible par les interférons 

murin (Choubey et al., 1992 ; Luan et al., 2008), impliquée dans la régulation de la 

transcription, la dégradation des protéines, la prolifération cellulaire, et la différenciation de 

nombreux tissus (Ding et Lengyel, 2008). Chez l’homme, l’équivalent de cette famille est 

constitué de quatre gènes (MNDA, IFI16, AIM2 et IFIX). L’expression de p204 est élevée 

dans les cardiomyocytes (Liu et al., 2000) et son expression augmente lors de la 

différenciation musculaire (Ding et Lengyel, 2008). La protéine p204 peut être nucléaire et/ou 

cytoplasmique, selon le type et l’état de différenciations des cellules, et dans les 

cardiomyocytes, elle est cytoplasmique (Ding et Lengyel, 2008). Il a été montré des 
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interactions Ras/p204 chez la levure, qui ont été confirmées dans les extraits de cœurs de 

souris, qui se produisent quand elles sont localisées dans le même compartiment cellulaire 

(Ding et Lengyel, 2008). La protéine p204 se lie à Ras GTP et inhibe la liaison à Ras GDP par 

son RasGAP (Ding et Lengyel, 2008). Ainsi, si p204 est liée au complexe Ras/Carabine à 

l’état basal, p204 peut augmenter la liaison de Ras au GTP et inhiber l’activité de Carabine 

sur Ras. Ainsi, l’activité de Ras à l’état basal serait augmentée.  

 

Par ailleurs, Carabine inhibe l’effecteur de Ras, ERK, lors d’une activation des récepteurs α-

ARs. Par analogie avec RASSF1 (Oceandy et al., 2009a), on peut imaginer que Carabine 

pourrait inhiber la liaison de Ras-GTP avec Raf1. En effet, RASSF1A interagit avec d’autres 

protéines et a été découverte récemment comme une protéine d’ancrage pouvant modifier la 

fonction des complexes dans lesquelles elle est incluse (Donninger et al., 2007). Cette 

molécule est caractérisée par la présence d’un domaine d’association à Ras (RA), ainsi que 

d’un domaine responsable des interactions protéines-protéines à son extrémité C-terminale 

(Avruch et al., 2009). Nos résultats montrent l’interaction Ras/carabine par IP. En 

comparaison, RASSF1A se lie à Ras activé (RasGTP) par hétérodimérisation avec Nore1/ 

RASSF5 (Ortiz-Vega et al., 2002). Les effets inhibiteurs de RASSF1A sont attribués au 

domaine de liaison Nore 1 de son domaine N-terminal. Dans la cellule, RASSF1A est 

colocalisée avec la pompe à calcium du sarcolemme : l’ATPase calcique de la membrane 

plasmique calmoduline dépendante. Sa co-expression avec cette pompe inhibe ERK1/2, en 

réponse au facteur de croissance de l’épiderme, suggérant un rôle possible de RASSF1A dans 

la régulation de la croissance cellulaire et de l’hypertrophie (Armesilla et al., 2004).  

Nous mettons en évidence que Carabine inhibe ERK par son domaine RasGAP, puisque lors 

d’une activation des récepteurs α-ARs, avec une surexpression du mutant CarabineR141A le 

niveau de phosphorylation de ERK est proche de celui de l’état basal, contrairement à 

l’inhibition obtenu suite à une surexpression de Carabine sauvage. Carabine, lors de stimuli 

hypertrophiques, pourrait aussi interagir avec d’autres protéines qui induiraient un 

changement de conformation, capable, par exemple de libérer le domaine RasGAP.  

Les interactions possibles de Carabine avec p204, inhiberaient aussi ERK. En effet, p204 

prévient également la liaison de RasGTP à Raf-1, la PI3K, et Ral-GDS et l’induction par la 

voie Ras de la phosphorylation et de l’activation de cibles en aval de Ras (Ding et Lengyel, 

2008). Elle inhibe par exemple, la phosphorylation de MEK par Raf1, la phosphorylation 

d’Akt par PI3K, la phosphorylation de la p38 MAPK. Ainsi, une diminution du niveau 

endogène de p204 résulte en une augmentation de la phosphorylation de MEK et Akt (Ding et 
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Lengyel, 2008). Il serait intéressant d’examiner si Carabine peut aussi inhiber d’autres 

effecteurs de Ras impliqués dans l’HC, comme par exemple Ral GDS.  

 

Cependant, sous activation des récepteurs adrénergiques, l’inhibition du remodelage 

cardiaque lors d’une surexpression de Carabine n’est sans doute pas la conséquence de la 

seule diminution de la voie Ras/ERK. En effet, in vitro, les données concernant ERK dans le 

myocarde sont controversées. Malgré son rôle essentiel dans l’HC, l’activation de ERK par 

l’ANF a des effets anti-hypertrophiques (Yue et al., 2000 ; Silberbach et al., 1999 ; Molkentin 

et Robbins, 2009). De plus, il a été prouvé que l’inhibition de la voie ERK in vivo n’est pas 

suffisante pour induire l’hypertrophie (Purcell et al., 2007). L’originalité de Carabine est 

qu’elle est capable d’inhiber différentes voies de signalisation comme la voie CaN et la 

CaMKII. 

 

III – Carabine inhibiteur de la CaMKII 
 

La CaMKII phosphoryle les protéines HDAC4 et HDAC5 pour libérer l’activité du facteur de 

transcription MEF2 qui participe à l’hypertrophie cardiaque. Nous avons démontré que la 

protéine Carabine inhibe la phosphorylation de la CaMKII, la translocation de HDAC et 

l’activité transcriptionnelle de MEF2. De plus, la répression de Carabine par un siARN 

potentialise la réponse à MEF2, confirmant bien l’inhibition de l’activité transcriptionnelle de 

MEF2 par Carabine.  Elle est donc capable d’inhiber cette voie d’HC.  

 

Le rôle de la CaMKII dans la régulation cardiaque est déterminé en partie par sa localisation 

cellulaire (Zang et Brown, 2004). Il existe différentes isoformes de la CaMKII : la CaMKIIδB 

nucléaire induit l’expression des gènes, la réponse transcriptionnelle et contribue à la 

croissance hypertrophique et la CaMKIIδC cytoplasmique induit l’apoptose, les transitoires 

calciques et contribue au développement de l’insuffisance cardiaque (Zhang et Brown, 2004). 

Il serait intéressant d’étudier si Carabine est capable d’inhiber les deux isoformes de la 

CaMKII. Carabine inhibe l’activité transcriptionnelle de MEF2 suggérant une régulation de 

l’isoforme de CaMKII nucléaire qui permet la réponse transcriptionnelle. De plus, la 

localisation endogène de Carabine a été étudiée par immunofluorescence (Figure 30). La 

protéine Carabine est présente dans le cytoplasme, mais il semblerait qu’elle soit majoritaire 

dans le noyau. Il est donc fortement probable que Carabine interagisse préférentiellement avec 
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l’isoforme CaMKIIδB, mais ceci reste à vérifier, et n’exclue pas une interaction avec 

l’isoforme CaMKIIδC. De plus, la CaMKIIδB, mais pas l’isoforme CaMKIIδC, a été reportée 

comme impliquée dans la réponse hypertrophique et l’augmentation d’ANF (Ramirez et al., 

1997). Or Carabine, ainsi que ces deux mutants, inhibent l’activité transcriptionnelle de 

l’ANF sous activation des récepteurs α-ARs (Figure 29). Cette inhibition peut être suggérée 

par une inhibition de la CaMKIIδB. Il existe donc peut être un autre domaine de Carabine, 

encore non connu, capable d’inhiber la CaMKIIδB par une liaison directe avec celle-ci. De 

plus, selon MacDonnell et ses collaborateurs (2009), la CaMKIIδC inhibe l’activité de la CaN 

et la translocation nucléaire de NFAT. Ce qui suggère qu’une inhibition de la CaMKIIδC par 

Carabine induirait une augmentation de l’activité de la CaN et de l’activité transcriptionnelle 

de NFAT. Or ce n’est pas le cas.  

 

 

Localisation de Carabin endogène dans les cellules de rats nouveaux nés

Carabin DAPI merge

Localisation de Carabin endogène dans les cellules de rats nouveaux nés

Carabin DAPI merge

 

Figure 30 Localisation de Carabine endogène dans des cellules de rats nouveaux nés. 
Carabine endogène a été marquée en vert (Alexa 488). Le marquage au DAPI (bleu) permet la 
visualisation des noyaux. 
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Par ailleurs, Carabine et ses deux formes mutées inhibent l’activité transcriptionnelle de 

MEF2, suggérant pour Carabine l’existence d’un domaine inhibiteur de la CaMKII (Figure 

31). Différentes mutations de Carabine permettraient de tester l’existence d’un tel domaine. 

Pour étudier si une liaison directe entre Carabine et CaMKII existe il faudrait faire une IP 

Carabine/CaMKII. L’inhibition de la CaMKII pourrait aussi se faire à l’aide d’interactions 

avec d’autres protéines. Rad est une protéine de la famille de Ras, découverte pour inhiber 

l’hypertrophie des cardiomyocytes via la voie CaMKII. La protéine Carabine pourrait aussi 

avoir des interactions avec d’autres protéines comme Rad pour inhiber MEF2 (Chang et al., 

2007).  
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Figure 31 Mesure de l’activité transcriptionnelle de MEF2 après activation des 
récepteurs α-ARs sur des cellules de rats néonataux qui surexpriment Carabine ou ses 
mutants. 

***<0.001 par rapport a la condition non stimulée correspondante ; ###<0.001, #<0.05 par 
rapport  au contrôle stimulé. 
 

 

Comme nous l’avons vu dans la discussion, les données de la littérature suggèrent également 

que la CaMKII et la CaN activent des voies parallèles et interagissent au niveau de 

l’activation des facteurs de transcription tels que NFAT et MEF2, GATA-4 ou encore AP-1 

(Wu et al., 2000; Wilkins et Molkentin 2004; Zhang et Brown 2004). Il a notamment été 

montré que la CaN est capable de stimuler l’activité de MEF2 dans les cardiomyocytes (Wu et 

al., 2000 ; Gundersen 2011). L’inhibition de MEF2 par Carabine in vitro se fait probablement 

majoritairement par la CaMKII, car elle diminue sa phosphorylation et la translocation de 
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HDAC 4 et 5, mais il probable que Carabine inhibe également MEF2 via la CaN. Il serait 

donc intéressant de regarder si l’inhibition de MEF2 se fait seulement par la voie CaMKII ou 

si elle passe aussi par la CaN. Dans les cardiomyocytes, la CaN active l’activité 

transcriptionnelle de MEF2 en formant le complexe NFAT, MEF2 et CBP/p300 (van Oort et 

al., 2006). Cependant, in vivo, les souris adultes transgéniques MEF2A ou MEF2C croisées 

avec des souris transgéniques CaN n’ont pas d’augmentation d’HC, suggérant que MEF2 

induit l’HC indépendamment de l’HC induite par la CaN chez la souris adulte (Xu et al., 

2006). Ces données sont modérées par celles de Van Oort et ses collaborateurs (2006), qui 

montrent que MEF2 est partiellement impliqué dans le remodelage cardiaque suite à une 

activation de la CaN. 

 

Il est intéressant de noter que la CaMKII est préférentiellement activée par une forte 

transitoire calcique alors que la CaN est préférentiellement activée par une faible transitoire 

calcique (McKinsey et al., 2002). La CaMKII est donc active préférentiellement près des 

canaux calciques (RyR, LTCC, InsP3R). En effet l’affinité de la CaMKII pour le Ca2+-CaM 

est plus faible (Kd≈50nM) que celle de la CaN pour le Ca2+-CaM (Kd <<1nM) (Bers, 2011). 

En fonction de la quantité de Ca2+  libéré dans la cellule, et de la localisation subcellulaire, 

Carabine pourrait intervenir sur chacune des voies mises en jeu. Cependant Epac active la 

CaMKII de façon indépendante du Ca2+ (Oestreich et al., 2009). Or Carabine inhibe l’activité 

de la CaMKII après une activation de Epac, suggérant qu’elle n’est peut être pas localisée 

dans un domaine spécifique unique. 

 

Dans les cellules T, Cabin1/Cain est également un inhibiteur de la CaN et de l’activité 

transcriptionnelle de MEF2, au niveau de son domaine C-terminal (Youn et al., 1999). Tous 

les isoformes de MEF2 peuvent se lier avec Cabin1/Cain, car l’interaction se fait sur le 

domaine de liaison à l’ADN MADS, qui est conservé pour tous les isoformes (Youn et al., 

1999). A priori, il semblerait que pour Carabine le domaine inhibant la CaMKII soit différent 

de celui inhibant la CaN. En effet, une surexpression du mutant dans le domaine de liaison à 

la CaN, CarabineAAVG, inhibe toujours l’activité transcriptionnelle de MEF2 (Figure 31). 

Donc l’inhibition de la CaMKII par Carabine doit se faire par un autre domaine. Le 

mécanisme précis de répression de MEF2 par Cabin1/Cain n’est pas connu mais, Cabin1/Cain 

inhibe l’activité transcriptionnelle de MEF2 sans inhiber sa liaison à l’ADN. MEF2 est régulé 

par Cabin1/Cain, indépendamment de l’effet de Cabin1/Cain sur l’activité CaN (Youn et al., 

1999). De plus, dans les cellules T, Cabin 1/ Cain est phosphorylé par la CaMKIV, ce qui 
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permet la liaison de Cabin 1/ Cain avec 14-3-3 et son export nucléaire, dissociant Cabin 1/ 

Cain de MEF2 (Pan et al., 2005 ; Liu 2009). On ne sait pas si Carabine interagit avec la 

CaMKIV dans les cellules T, mais cette isoforme n’est pas présente dans le cœur. Carabine 

comme, Cabin/Cain est un également un inhibiteur double de la calcineurine et du facteur de 

transcription MEF2, mais Carabine est présente dans le myocarde alors que Cabin1/Cain n’est 

pas exprimée dans le muscle.  

 

IV – Carabine inhibiteur de la CaN  
 

L’activation de la CaN et de NFAT suffisent pour induire l’HC, c’est pourquoi de nombreux 

inhibiteurs de la CaN sont étudiés (Molkentin et Dorn, 2001 ; Wilkins et Molkentin, 2004). 

Nous avons démontré la présence de Carabine dans les cardiomyocytes et ses effets 

inhibiteurs sur la CaN et sur NFAT. D’autres inhibiteurs de la CaN comme AKAP 79 ou 

Cabin1/ Cain ne sont pas exprimées a des niveaux significatifs dans le cœur (Fiedler et 

Wollert, 2005), contrairement à MCIP1, plus fortement exprimé dans le cœur et les muscles 

squelettiques et qui représente donc un régulateur physiologique potentiel de la CaN dans le 

myocarde (Rothermel et al., 2003).  

 

Localisation de la calcineurine et de ses inhibiteurs 

Au niveau de sa localisation intracellulaire, la CaN est cytoplasmique, mais elle a aussi été 

découverte comme allant dans le noyau (Shibasaki et al., 1996 ; Heineke et Ritter, 2012). Les 

inhibiteurs de la CaN ont des distributions cellulaires différentes. Ainsi, les immunophillines 

FKBP12 et FKBP6 ciblent la CaN au récepteur de la ryanodine et de l’IP3 (Cameron et al., 

1995 ; Xiao et al., 1997). Dans le muscle strié, la calsarcine se lie à la CaN au niveau des 

disques Z des sarcomères (Frey et al., 2000). Cabin 1/Cain, comme la CaN, est localisée 

dans le cytoplasme mais est aussi présente dans le noyau, puisqu’elle est responsable de la 

régulation de la fonction de la CaN après sa translocation nucléaire (Sun et al., 1998). 

Concernant Carabine, comme nous l’avons dit précédemment, sa localisation endogène 

suggère une interaction avec la CaN nucléaire, même si il est aussi probable qu’elle 

interagisse aussi avec la forme cytoplasmique de la CaN. Dans le noyau, Cabin 1/Cain sert 

peut être de protéine d’ancrage de la CaN. La PKC entraîne l’hyperphosphorylation de Cabin 

1/Cain, augmentant son affinité pour la CaN (Szijgyarto et al., 2007).  Par analogie, Carabine 

pourrait aussi servir de protéine d’ancrage de la CaN dans le noyau des cardiomyocytes.  
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La connaissance détaillée du transport de la CaN à travers la membrane nucléaire a permis le 

développement d'un petit peptide imitant la région du signal de localisation nucléaire de la 

CaN (Heineke et Ritter, 2012). Ce peptide sature l'importine β1 pour la CaN et prévient la 

translocation nucléaire de la CaN, l’activité transcriptionnelle de NFAT et l’HC après une 

stimulation par l'AngII dans les cardiomyocytes isolés. Il inhibe ainsi les effets délétères 

d’une trop grande activité transcriptionnelle de NFAT (Chahine et Pierce, 2009) mais pas 

l'activité phosphatase CaN  (Hallhuber et al., 2006). En comparaison à ce peptide, Carabine 

prévient l’activité transcriptionnelle de NFAT mais a aussi la particularité d’inhiber 

directement l’activité de la phosphatase.  

 

Analogie entre la régulation de l’expression des protéines MCIP1 et Carabine 

La protéine MCIP1 est régulée par un rétrocontrôle négatif de la CaN (Rotheremel et al., 

2003), Pan et ses collaborateurs (2007) supposent une régulation identique pour Carabine.  

Sous activation de la CaN, NFAT est dephosphorylé puis entre dans le noyau pour activer des 

gènes cible dont MCIP1.4. L’expression de MCIP1 augmente et la protéine est stabilisée, puis 

se lie à la CaN, inhibant ainsi son activité (Rothermel et al., 2003). Ainsi, le rétrocontrôle 

négatif par MCIP1 prévient l’activité excessive de la CaN qui peut avoir des effets délétères 

sur la cellule (Chahine et Pierce, 2009). L’analyse de l’expression de la protéine Carabine 

dans les souris transgéniques surexprimant la CaN sous un promoteur fort α-MHC indiquerait 

une possible régulation identique à celle de MCIP1. Le rétrocontrôle de la CaN sur Carabine 

doit être important dans la régulation de l’HC.   

 

Inhibition de NFAT et domaine de liaison à la CaN 

Carabine possède un domaine de liaison à la CaN au niveau de son domaine C-terminal mais 

nous n’avons pas d’indication si Carabine interagit avec la sous-unité A ou B de la CaN. Il 

serait intéressant d’étudier les effets de Carabine sur l’activité phosphatase de la CaN mutée 

sur l’un ou l’autre de ces sous-unités afin de déterminer plus précisément comment Carabine 

inhibe la CaN. Par comparaison, les protéines MCIP1, se lient directement à la sous-unité 

catalytique A de la CaN, sans se lier à la sous-unité B ou à la calmoduline et 

préférentiellement à la forme active de la CaN (Vega et al., 2002). Le FK506 et la CsA 

empêchent tout les deux l’interaction MCIP1/CaN suggérant que ces complexes 

immunophilines sont en compétition avec les sites de liaison de MCIP1 pour la CaN (Gorlach 

et al., 2000 ; Kingsbury et al., 2000). Il serait intéressant de tester si Carabine est aussi en 

compétition avec la CsA ou FK506 pour savoir si elle inhibe la CaN avec des sites de liaison 
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différents ou identiques à ceux des immunophilines et si son mode d’action est semblable à 

celui de MCIP1. Il serait également intéressant de déterminer si son activation est dépendante 

de la CaM ou du Ca2+ et d’identifier la séquence exacte de Carabine impliqué dans 

l’inhibition. En effet,  MCIP1 contient la séquence FLISPPASP du domaine répété de SP, qui 

a été montré in vitro pour inhiber l’activité de la CaN ; tandis que les inhibiteurs AKAP79, 

Cabin 1/Cain, FKBP12 et A238L (un inhibiteur de la CaN non présent dans le cœur), ont un 

motif commun de liaison à la CaN (PxIxIT) (Gorlach et al., 2000 ; Li et al., 2004a) qui n’est 

pas présent chez Carabine (Liu, 2009). Carabine doit donc avoir sa propre séquence 

inhibitrice.  

 

V - Carabine et Epac  
 

La protéine Epac, comme la protéine Carabine régule l’activité de Ras, de la CaN et de la 

CaMKII (Morel et al., 2005 ; Metrich et al., 2008 ; Metrich et al., 2010). Epac est une GEF 

capable d’activer les voies de signalisation hypertrophiques. Lors d’une activation au 8CPT, 

un analogue de l’AMPc activant spécifiquement Epac, ou lors d’une surexpression de la 

protéine Epac, la surexpression de Carabine inhibent l’activité de Ras. Cette dernière étant au 

contraire augmentée en présence du mutant CarabineR141A (Figure 32). Donc Carabine est 

capable d’inhiber par son domaine RasGAP la petite protéine G Ras activée par Epac, en 

réponse à une stimulation β-adrénergique.  

 

8-pCPT(10 µM) - - - - - - +      +      +
Carabin             - +      - - +     - - +       -
Carabin R141A - - +      - - +      - - +
Epac             - - - +      +     +      - - -

Ras-GTP

Total Ras

8-pCPT(10 µM) - - - - - - +      +      +
Carabin             - +      - - +     - - +       -
Carabin R141A - - +      - - +      - - +
Epac             - - - +      +     +      - - -

Ras-GTP

Total Ras

 

Figure 32 Mesure de l’activité de Ras sur des cardiomyocytes de rats nouveaux nés. Les 
cardiomyocytes ont été transfectés soit avec un vecteur contrôle (pSV2), soit Carabine, 
CarabineR141A ou Epac. 24h après, les cardiomyocytes sont stimulées ou non avec du 8CPT 
(10µM).  
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Epac est activé par les récepteurs β-ARs (Metrich et al., 2008). La surexpression de la 

protéine Carabine inhibe l’activité transcriptionnelle de NFAT induite par l’activation des 

récepteurs α-ARs mais également des récepteurs β-ARs. Il serait intéressant d’étudier si une 

surexpression de Carabine inhibe également NFAT après une stimulation au 8CPT ou une 

surexpression de EPAC.  

Ras, via la voie Raf/ERK/MAPK, active le facteur de transcription NFATc4, de manière CaN 

dépendante dans les cardiomyocytes néonataux (Ichida et al., 2001). De plus l’activation de 

ERK augmente l’activité transcriptionnelle de NFAT (Sanna et al., 2005). Par ailleurs, notre 

équipe a montré que Ras, suite à une activation par Epac, régule la CaN et la CaMKII 

(Métrich et al., 2010). Dans notre étude, le fait que le mutant CarabineR141A (mutation du 

domaine RasGAP) régule l’activité transcriptionnelle de NFAT de manière similaire à celle 

de Carabine sauvage, suggère que Carabine inhibe l’activité transcriptionnelle de NFAT de 

manière Ras indépendante. Mais comme le prouve l’augmentation de l’activité 

transcriptionnelle de NFAT avec le mutant CarabineAAVG (mutation du domaine de liaison à la 

CaN) après activation des récepteurs α-ARs, l’inhibition est dépendante du domaine de liaison 

à la calcineurine. Carabine inhibe aussi peut être la CaMKII de manière Ras indépendante. 

 

L’activation de Epac induit une augmentation de la phosphorylation du RyR et du 

phospholamban par la CaMKII  (Pereira et al., 2007 ; Cazorla et al., 2009). Carabine inhibe 

l’activité de la voie CaMKII induite par Epac, comme l’indique l’inhibition de la 

phosphorylation de la CaMKII et l’inhibition de la translocation HDAC sur des 

cardiomyocytes surexprimant Carabine et soumis à une activation au 8CPT. Carabine aurait 

donc un rôle anti-hypertrophique en agissant sur la voie pro-hypertrophique induite par Epac. 

 

L’augmentation de l’activité transcriptionnelle de MEF2 induite par Epac dans les 

cardiomyocytes néonataux n’est pas altérée par l’inhibition de la CaN par la CsA (Metrich et 

al., 2010). En réponse à Epac, la CaN est donc spécifiquement impliquée dans la régulation de 

NFAT. Néanmoins, il est intéressant de noter que les effets hypertrophiques de Epac dans les 

cardiomyocytes adultes sont totalement bloqués par un inhibiteur de la CaN seul (CsA) ou de 

la CaMKII seul (KN-93) (Metrich et al., 2008). De même, dans les cardiomyocytes de rats 

néonataux, l’inhibiteur de la CaN, VIVIT, ou l’inhibiteur de CaMKII, KN93, inhibent 

totalement l’augmentation de la taille cellulaire induite par Epac (Latif et al., 2001 ; Métrich 

et al., 2010, SD figure S3). Ces données montrent que l’inhibition de l’une ou l’autre est 

nécessaire et suffisante pour bloquer les effets hypertrophiques de Epac. L’intérêt de Carabine 
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est d’inhiber à la fois la CaN et la CaMKII, elle représente donc un puissant inhibiteur des 

effets hypertrophiques induits par Epac.  

 

VII - Suite de l’étude  
 

Il serait intéressant de créer des souris transgéniques surexprimant Carabine ou au contraire 

délétées de cette protéine dans le myocarde et de déterminer l’effet de Carabine sur une 

hypertrophie induite chez ces souris par une TAC ou des mini-pompes Iso. De plus, croiser 

des souris transgéniques surexprimant Carabine avec des souris transgéniques CaN 

constitutivement actives permettrait d’étudier si la surexpression de Carabine est suffisante 

pour inhiber l’activité de la CaN constitutivement active. Avec des souris transgéniques nous 

pourrions étudier in vivo les effets cardio-protecteurs supposés de Carabine et si ces effets 

sont conservés dans d’autres modèles d’études qui induisent l’HC (en les croisant à d’autres 

modèles de souris induisant l’HC par exemple). Le but serait ainsi de déterminer sous quels 

modèles physiopathologiques Carabine inhibe Ras, la CaN et la CaMKII in vivo.  
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Conclusion générale 
 

 

La conclusion générale de ce travail est que la protéine Carabine inhibe le remodelage 

cardiaque induit par les récepteurs α- et β-adrénergiques en régulant plusieurs voies 

hypertrophiques in vitro chez les cardiomyocytes de rats nouveaux nés.  

Nous avons en effet montré que la protéine Carabine est bien présente dans les 

cardiomyocytes de rats nouveaux nés et adultes. De plus, sous activation des voies α- et β-

adrénergiques, l’expression de Carabine augmente.   

Par ailleurs, Carabine prévient le remodelage qui caractérise l’hypertrophie des 

cardiomyocytes. Ainsi, elle inhibe la réexpression du gène fœtal ANF, la réorganisation des 

sarcomères, la synthèse protéique et l’augmentation de la taille cellulaire des cardiomyocytes 

de rats nouveaux nés. Nous avons également étudié l’effet de Carabine sur la surface 

cellulaire dans un modèle d’hypertrophie cardiaque par surcharge de pression. La 

surexpression de Carabine dans des cœurs de rats sténosés, par injection intramyocardiaque 

d’un adénovirus codant pour carabine, diminue l’hypertrophie des cardiomyocytes.  

Nous avons également étudié la signalisation cellulaire dans laquelle Carabine joue un rôle. 

Carabine est un inhibiteur de la petite protéine G Ras, ainsi que de son effecteur ERK1/2, par 

son domaine RasGAP. De plus, nous avons montré une interaction directe entre Carabine et  

Ras, même si d’autres complexes sont peut être mises en jeu. La particularité de cette protéine 

est qu’elle régule plusieurs voies de signalisation. Ainsi, Carabine inhibe également la 

phosphatase CaN, ainsi que son facteur de transcription NFAT, en prévenant sa translocation 

nucléaire et son activité transcriptionnelle. De même, Carabine inhibe la CaMKII et la 

translocation de HDAC 4 et 5, ainsi que l’activité transcriptionnelle de MEF2. Enfin, 

Carabine prévient l’hypertrophie des cardiomyocytes induite par Epac en inhibant les voies de 

signalisation Ras et CaMKII.  
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Figure 33 Représentation schématique des effets anti-hypertrophiques de Carabine.  

 
Après stimulation des récepteurs α-adrénergiques, la PLC est activée, permettant la libération 
de Ca2+, et l’activation de Ras. Après activation des récepteurs β-adrénergiques, l’AMPc 
active Epac, qui a son tour active Ras. Carabine inhibe la voie Ras et son effecteur ERK. Les 
protéines Ca2+ dépendantes, CaN et CaMKII, aussi activées par Ras active respectivement les 
facteurs de transcriptions NFAT et HDAC4, qui induisent l’hypertrophie cardiaque. Carabine 
inhibe aussi la voie CaN et CaMKII. 
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Annexe 1 
 

Epac activation induces histone deacetylase nuclear export via a Ras-dependent 

signalling pathway.  

Métrich M, Laurent AC, Breckler M , Duquesnes N, Hmitou I, Courillau D, Blondeau JP, 

Crozatier B, Lezoualc'h F, Morel E.  
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Annexe 2 
 

Rap-linked cAMP signaling Epac proteins: compartmentation, functioning and disease 

implications.  

Breckler M , Berthouze M, Laurent AC, Crozatier B, Morel E, Lezoualc'h F.  

Cell Signal. 2011 Aug;23(8):1257-66. Epub 2011 Mar 22. Review. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 158 

Annexe 3 
 

New perspectives in cAMP-signaling modulation.  

Berthouze M, Laurent AC, Breckler M , Lezoualc'h F.  

Curr Heart Fail Rep. 2011 Sep;8(3):159-67. 
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Annexe 4 
 

Role of Epac in brain and heart.  

Anne-Coline Laurent, Magali Breckler, Magali Berthouze, Frank Lezoualc’h,  

Biochemical Society Transactions. Biochem Soc Trans. 2012 Feb 1;40(1):51-7. 
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Résumé en français 
 
L’hypertrophie cardiaque est un mécanisme adaptatif qui se développe en réponse à une 
surcharge de travail hémodynamique. Lors d’un stress chronique, elle peut mener à 
l’insuffisance cardiaque (IC), l’une des principales causes de mortalité dans les pays 
industrialisés. Les voies de signalisation hypertrophiques induites par les récepteurs α et β-
adrénergiques font intervenir la petite protéine G Ras et des protéines calcium-dépendantes  
telles que la calcineurine (CaN) et la Ca2+/calmoduline-dépendante kinase de type II 
(CaMKII), ainsi que leurs facteurs de transcription respectifs NFAT et MEF2. Dans les 
cellules immunitaires, la protéine Carabine a été mise en évidence comme inhibant la CaN et 
de Ras. L’objectif de cette thèse et de caractériser son rôle dans le cardiomyocyte.  
In vitro, nous montrons que Carabine est exprimée dans le cardiomyocyte de rat nouveau-né 
et adulte et inhibe par l’intermédiaire de ses domaines fonctionnels les voies de signalisation 
de Ras/ERK, CaN/NFAT et CaMKII/MEF2. Sous stimulation chronique adrénergique, la 
surexpression de Carabine prévient le remodelage cardiaque en bloquant le développement 
des marqueurs de l’hypertrophie : la croissance cellulaire, la réexpression des gènes fœtaux et 
la réorganisation des protéines contractiles. Enfin, dans un modèle d’hypertrophie cardiaque 
induite par surcharge de pression chez le rat, l’injection intramyocardiaque d’un adénovirus 
codant pour Carabine inhibe l’hypertrophie des cardiomyocytes. Ce travail ouvre ainsi de 
nouvelles perspectives thérapeutiques pour le traitement de l’IC.  
 
Mots Clés : Carabine, récepteurs α et β-adrénergiques, CaN, Ras, CaMKII,  hypertrophie cardiaque  
 

Résumé en anglais 
 

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

 
Cardiac hypertrophy is an adaptative mechanism developed in response to hemodynamic 
overload. During chronic stress, it can lead to heart failure (HF), one of the most important 
causes of mortality in industrialized countries. Hypertrophic signaling pathway induced under 
α and β-adrenergic receptor involve small G protein Ras and calcium dependent proteins such 
as the calcineurine (CaN) and the Ca2+/calmodulin-dependent protein kinases II (CaMKII), as 
well as their respective transcription factors NFAT and MEF2. In immune cells Carabin 
protein has been shown to inhibit CaN and Ras. The purpose of my thesis was to determine 
the role of Carabin in the cardiomyocyte.  
In vitro, we showed that Carabin is expressed in neonatal and adult rat cardiomyocyte and 
inhibits via its functional domains the Ras/ERK, CaN/NFAT and CaMKII/MEF2 signaling 
pathways. Under adrenergic chronic stimulation, Carabin overexpression blocks the 
development of hypertrophic markers (cell size increase, re-expression of embryonic genes 
and contractile protein reorganisation) preventing thus cardiac remodeling. Finally, in a rat 
model pressure overload cardiac hypertrophy, intra-cardiac injection of Carabin adenovirus 
inhibits cardiomyocyte growth. This study opens new insights into the treatment of HF. 
 
Key words: Carabin, cardiac hypertrophy and failure, calcineurine, Ras, CaMKII, Epac 
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