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RESUME 

Dans le cœur, l’activation aiguë de la voie AMPc/PKA via la stimulation des récepteurs β-
adrénergiques (β-ARs) permet de réguler la contraction cardiaque alors que l’activation 
chronique de cette voie est délétère, car elle est source de survenue d’arythmies cardiaques et 
de remodelage hypertrophique du cœur. Au niveau des cardiomyocytes, il existe principalement 
deux sous-types de récepteurs β-ARs ; β1- et β2-ARs, qui exercent des effets différents sur la 
fonction cardiaque. 
Dans une première partie de ma thèse, je me suis intéressé à l’étude du rôle des récepteurs β1- 
et β2-ARs dans la régulation différentielle de l’activité PKA cytoplasmique et nucléaire. J’ai 
ainsi pu montrer que contrairement aux récepteurs β1-ARs qui ont la capacité d’activer la PKA 
au niveau du cytoplasme et aux noyaux, les récepteurs β2-ARs activent la PKA uniquement au 
niveau du cytoplasme, et ce indépendamment de la capacité des récepteurs β2-ARs à induire 
une augmentation des niveaux d’AMPc dans les noyaux. En accord avec ces résultats, les 
récepteurs β1- mais pas β2-ARs activent le facteur pro-apoptotique régulé par la PKA, ICER. 
Dans une seconde partie de ma thèse, je me suis intéressé aux différents mécanismes 
responsables de l’incapacité des récepteurs β2-ARs à activer la PKA au niveau des noyaux. Mes 
résultats soulignent le rôle de la localisation des récepteurs β2-ARs au niveau des cavéoles, leurs 
couplage aux protéines Gi, leurs désensibilisation par la GRK2 ainsi que la dégradation de 
l’AMPc généré par ces récepteurs par la PDE3 et 4 dans la régulation de la signalisation PKA 
cytoplasmique et pointent vers la PDE4 comme un régulateur central permettant de limiter 
l’activation de la PKA holoenzyme responsable des réponses PKA nucléaires. Mes résultats 
montrent également que la mAKAP est un élément clé dans la transduction de la signalisation 
PKA nucléaire induite par les récepteurs β2-ARs et à un moindre degré, les récepteurs β1-ARs. 
Dans la dernière partie de ma thèse, j’ai étudié le remodelage de la signalisation PKA nucléaire 
induite par les récepteurs β1- et β2-ARs au cours de l’insuffisance cardiaque. J’ai ainsi pu 
montrer qu’en plus de la diminution de la signalisation PKA nucléaire induite par les récepteurs 
β1-ARs, il existe une signalisation PKA nucléaire de novo induite par les récepteurs β2-ARs 
dans les cardiomyocytes de rats adultes insuffisants. 
En conclusion, ce travail a mis à jour une nouvelle différence entre les récepteurs β1- et β2-ARs 
dans la signalisation PKA au niveau des noyaux des cardiomyocytes de rat adultes, et souligne 
le rôle important de la PDE4 et de la mAKAP dans la régulation de la signalisation PKA 
nucléaire induite par les récepteurs β2-ARs. 
 
Mots clés : récepteur β-adrénergique, AMPc, PKA, AKAP, Compartimentation, 
Phosphodiestérase  



 
 

ABSTRACT 

In the heart, acute activation of the cAMP/PKA pathway upon stimulation of β-adrenoceptors 
(β-ARs), plays a fundamental role in the regulation of cardiac function, whereas chronic 
activation of this pathway is deleterious, as it is responsible for cardiac arrhythmias and 
hypertrophic remodeling of the heart. In cardiac myocytes, there are mainly two subtypes of β-
ARs: β1- and β2-ARs, which exert different effects on cardiac function. 
In the first part of my thesis, my work was focused on understanding the role of β1- and β2-ARs 
in the differential regulation of cytoplasmic and nuclear PKA activity. Hence, I have showed 
that unlike β1-ARs which have the capacity to induce the activation of PKA in the cytoplasm 
and the nucleus, β2-ARs induce the activation of PKA only in the cytoplasmic compartment, 
regardless of their ability to induce an increase in cAMP in the nuclei. Consistently, β1- but not 
β2-ARs were able to induce the activation of the pro-apoptotic factor regulated by PKA, ICER. 
The second aim of my thesis was to decipher the different mechanisms involved in the inability 
of β2-ARs to activate PKA in the nucleus. I concentrated my efforts on investigating the role of 
the localization of β2-ARs in caveolae, their coupling to Gi proteins, their desensitization by 
GRK2 as well as the hydrolysis of cAMP by PDE3 and 4 in the regulation of β2-AR-induced 
cytoplasmic PKA activity. My results point to PDE4 as a central regulator which limits the 
activation of the PKA holoenzyme pool involved in the nuclear PKA responses. My results also 
show that mAKAP is a key component of nuclear PKA signaling induced by β2-ARs and to a 
lesser extent by β1-ARs. In the last part of my thesis, I have studied the remodeling of nuclear 
PKA signaling induced by β1- and β2-ARs that occurs during heart failure. I showed that, 
besides a decrease in β1-AR-induced nuclear PKA signaling, there is a de novo β2-AR-induced 
nuclear PKA signaling in cardiomyocytes from rat with heart failure. 
In conclusion, this work uncovers a new difference in PKA signaling between β1- and β2-ARs 
at the nuclear compartment of adult rat cardiomyocytes and underlines the importance of PDE4 
and mAKAP in the regulation of β2-AR-induced nuclear PKA signaling. 
 

Keywords: β-adrenoceptor, cAMP, PKA, AKAP, Compartmentation, Phosphodiesterase 
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AKAP : A-kinase anchoring protein 
AKAR3 : A-kinase activity reporter 
AKIP1 : A Kinase Interacting Protein 1 
AMPc : Adénosine monophosphate cyclique 
ANF : Atrial natriuretic factor 
AP2 : Adaptor protein 2 
ARN : Acide ribonucléique 
ATF1 : Activating transcription factor 1 
ATP : Adénosine triphosphate 
Bcl-2 : B-cell lymphoma 2 
BD : Basic Domain 
BSA : Bovine serum albumin 
bZIP : Basic region, leucine zipper 
C : Sous-unité catalytique de la PKA 
Ca2+ : Calcium 
Cain : Calcineurin inhibitor 
CaM : Calmoduline 
CaMKII : Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase II - Protéine kinase de type II 
dépendante du complexe Ca2+/CaM 
CaN : Calcineurine (PP2B) 
Cav-3 : Cavéoline-3 
Cav3DN : Dominant négatif de la cavéoline-3 
CDC25-HD : CDC25 homology domain 
CEC : Couplage excitation-contraction 
CFP : Cyan fluorescent protein 
ChChd3 : Coiled-coil helix coiled-coil helix domain-containing protein 3 
CICR : Ca2+-induced-Ca2+-release 
CLIC : Chloride Intracellular Channel 
CNBD : Cyclic nucleotide-binding domain 
CNG : Cyclic nucleotide-gated channels 
CRE : cAMP-responsive element 
CREB : cAMP responsive element binding protein 
CREM : cAMP responsive element binding modulator 
D/D : Dimerization/Docking Domain 
DEP : Disheveled/Egl-10/pleckstrin domain 
DHP : Dihydropyridines 
eNOS : NO synthase endothéliale 
EPAC : Exchange protein directly activated by cAMP - Facteur d’échange nucléotidique 
directement activé par l’AMPc 
ERK : Extracellular signal-regulated kinase 
FKBP12.6 : FK506-binding protein - Calstabine 2 
FRAP : Fluorescence recovery after photobleaching 



 
 

FRET : Fluorescence resonance energy transfer - Transfert d’énergie de fluorescence par 
résonance 
GAF : cGMP-binding PDEs, adenylate cyclase, fh1A 
GDP : Guanosine diphosphate 
GEF : Guanine nucleotide exchange factor - Facteur d’échange des nucleotides à guanine 
Gi : Protéine G inhibitrice des AC 
GLP-1 : Glucagon-like peptide 1 
GMPc : Guanosine monophosphate cyclique 
Gq : Protéine G stimulatrice de la PLC 
GRK : G-protein coupled receptor kinase - Protéine kinase des récepteurs couplés au 
protéines G 
Gs : Protéine G stimulatrice des AC 
GTP : Guanosine triphosphate 
HAT : Histone acétyltransférase 
HCN : Hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated channels 
HCO3

- : Bicarbonate 
HDAC : Histone déacétylase 
HEK : Human embryonic kidney 
HIF : Hypoxia-Inducible Factor 1α 
HIV1 : Human immunodeficiency virus type 1  
Ht31 : Human thyroid A-kinase anchoring protein derived peptide 
I-1 : Inhibitor-1 
IBMX : 3-isobutyl-1-méthylxanthine 
ICa,L : Courant calcique de type L 
ICER : Inducible cAMP early repressor 
ICUE3 : Indicator of cAMP using Epac 
If : Funny current 
IP3 : Inositol trisphosphate  
IS : Séquence inhibitrice 
KCNQ1 : Canal potassique voltage dépendant, sous-famille Q, membre 1 
KID : Kinase inducible domain 
KSR1 : Kinase suppressor of Ras 1 
LIF : Leukaemia inhibitory factor 
LTCC : Canal calcique de type L 
LZ : Leucine Zipper 
mAKAP : Muscle specific A kinase anchoring protein 
MAPK : Mitogen-activated protein kinase 
MEF2 : Myocyte enhancer factor 2 
MEK : Mitogen-activated protein kinase kinase 
Mg2+ : Magnésium 
MMGL : Mouse macrophage galactose-type C-type lectin 
MRP : Multidrug resistance protein 
MyBP-C : Protéine C de liaison à la myosine (myosin binding protein-C) 
MβCD : Methyl β cyclodextrine 
nb80 : Nanobody 80 
NCX : Echangeur Na+/Ca2+ 
NES : Nuclear export signal 
NFAT : Nuclear factor of activated T-cells 
NF-κB : Nuclear factor-kappa B 
NHR : N-terminal hydrophobic region 



 
 

Nkx2-5 : Nk2 homeobox 5 
NLS : Nuclear localization signal 
NO : Monoxyde d’azote 
Opa1 : Optic atrophy 1 
PA : Potentiel d’action 
PDE : Phosphodiésterase 
PDK1 : Phosphoinositide-dependent kinase-1 
PGE1 : Prostaglandine E1 
PI3K : Phosphoinositide 3-kinase 

PIPs : Phosphatase interacting proteins 
PKA : Protéine kinase dépendante de l'AMPc 
PKC : Protéine kinase C 
PKD : Protéine kinase D 
PKG : Protéine kinase G 
PKI : Protein kinase inhibitor 
PKN1 : Protéine kinase N1 
PLB : Phospholamban 
PM : Plasma membrane 
Popdc : Popeye domain containing proteins 
PP1 : Protein phosphatase 1 
PP2 : Protein phosphatase 2 
PTX : Toxine de Bordetella pertussis 
R : Sous-unité régulatrice de la PKA 
RA : Ras association domain 
Rap1 : Ras-related protein 1 
RCPG : Récepteur couplé aux protéines G 
REM : Ras-exchange motif 
REV : Regulator Of Expression Of Virion Proteins 
RIAD : RI anchoring disruptor 
RS : Réticulum sarcoplasmique 
RSK3 : Ribosomal s6 kinase 3 
RyR2 : Récepteur de la ryanodine, isoforme cardiaque 
SERCA2a : Sarco/endoplasmic reticulum Ca2+-ATPase 
shRNA : Short hairpin RNA 
SICM : Scanning ion conductance microscopy 
SKIP : Sphingosine kinase interacting protein 
smAKAP : small membrane AKAP 
SMICUS : Spatiotemporal Manipulation of Intracellular cAMP Using sAC 
SNA : Système nerveux autonome 
SR : Spectrin-like repeat 
SRF : Serum Response Factor 

SV40 : Virus simien 40 
Tn : Troponine 
TnC : Troponine se liant au Ca2+ 
TnI : Troponine inhibitrice 
TnT : Troponine se liant à la tropomyosine 
TREK-1 : Canal potassique, sous-famille K, membre 2 
Tubule T : Tubule transverse 
UCR : Upstream Conserved Region 
YFP : Yellow fluorescent protein 



 
 

α-AR : Récepteur α-adrénergique 
β-AR : Récepteur β-adrénergique 
βARK-ct : Fragment C-terminal de la GRK2  



 
 

SOMMAIRE 

 
INTRODUCTION .................................................................................................................... 1 

I. Le couplage excitation-contraction cardiaque ............................................................... 1 

II. Régulation neuro-hormonale de la fonction cardiaque ................................................ 5 

III. La voie de l’AMPc dans le cœur ..................................................................................... 5 

III.1. Découverte ............................................................................................................................ 5 

III.2. Production de l’AMPc ......................................................................................................... 6 

III.3. Les récepteurs β-adrénergiques .......................................................................................... 7 

III.3.1. Structure et fonctionnement des récepteurs β-adrénergiques..................................................... 8 

III.3.2. Signalisation des récepteurs β1-adrénergiques .......................................................................... 9 

III.3.3. Signalisation des récepteurs β2-adrénergiques ........................................................................ 10 

III.3.4. Signalisation des récepteurs β3-adrénergiques ........................................................................ 11 

III.3.5. Désensibilisation des récepteurs β-adrénergiques ................................................................... 12 

III.4. Les adénylates cyclases ...................................................................................................... 14 

III.5. Dégradation de l’AMPc : structure et rôle des phosphodiestérases .............................. 17 

III.5.1. Les phosphodiestérases de type 1 ............................................................................................. 21 

III.5.2. Les phosphodiestérases de type 2 ............................................................................................. 21 

III.5.3. Les phosphodiestérases de type 3 ............................................................................................. 22 

III.5.4. Les phosphodiestérases de type 4 ............................................................................................. 25 

III.5.5. Les phosphodiestérases de type 8 ............................................................................................. 28 

III.5.6. Efflux des nucléotides cycliques par les transporteurs membranaires ..................................... 29 

IV. Effecteurs de l’AMPc ..................................................................................................... 30 

IV.1. Les protéines contenant le domaine Popeye (POPDC) ................................................... 30 

IV.2. Le facteur d’échange des petites protéines G (EPAC) .................................................... 31 

IV.3. Les canaux HCN ................................................................................................................ 35 

IV.4. Les canaux CNG ................................................................................................................ 35 

V. La protéine kinase AMPc dépendante (PKA) ............................................................. 36 

V.1. Les sous-unités régulatrices ............................................................................................... 36 

V.2. Les sous-unités catalytiques .............................................................................................. 40 

V.3. Régulation de la PKA ........................................................................................................ 42 

VI. Adressage de la PKA : les AKAPs ................................................................................ 43 

VII. La mAKAP ...................................................................................................................... 48 

VIII. Cibles et rôle de la PKA dans le cœur .................................................................. 50 

VIII.1. Régulation du couplage excitation contraction ............................................................... 51 

VIII.2. Régulation de l’expression génique .................................................................................. 54 

IX. Déphosphorylation des cibles de la PKA par les protéines phosphatases ................. 59 

IX.1. Structure des phosphatases de type 1 ............................................................................... 59 

IX.2. Structure des phosphatases de type 2A ............................................................................ 60 

IX.3. Structure des phosphatases de type 2B ............................................................................ 61 

IX.4. Rôle des phosphatases PP1 et PP2A dans la régulation de la fonction cardiaque ....... 62 

IX.5. Rôle des phosphatases PP2B dans la régulation de la fonction cardiaque ................... 64 

X. Compartimentation de la voie AMPc/PKA dans le myocyte cardiaque ................... 65 

X.1. Importance de la localisation subcellulaire de la machinerie de synthèse d’AMPc ..... 67 

X.2. Rôle des phosphodiestérases ............................................................................................. 69 

X.3. Rôle des AKAPs ................................................................................................................. 71 

XI. Compartimentation de la voie AMPc/PKA dans le noyau ......................................... 72 

XII. Altérations dans la voie AMPc/PKA au cours de l’insuffisance cardiaque .............. 75 

BUT DE L’ETUDE ................................................................................................................ 79 

MATERIEL ET METHODES .............................................................................................. 82 

I. Modèles animaux ............................................................................................................ 82 



 
 

I.1. Rats adultes ......................................................................................................................... 82 

I.2. Modèle animal d’insuffisance cardiaque ......................................................................... 82 

II. Isolement cellulaire et culture primaire ....................................................................... 83 

II.1. Isolement des myocytes ventriculaires de rat adulte ...................................................... 83 

II.2. Culture des cardiomyocytes ventriculaires de rat adulte ............................................... 85 

II.3. Infection adénovirale ......................................................................................................... 85 

III. Mesure en temps réel des niveaux d’AMPc et de l’activité PKA intracellulaire ..... 86 

III.1. Principe de la fluorescence ................................................................................................ 86 

III.2. Le transfert d’énergie de fluorescence par résonance .................................................... 87 

III.2.1. Principe ........................................................................................................................................... 87 

III.2.2. Installation de FRET ....................................................................................................................... 88 

III.2.3. Analyse des données ........................................................................................................................ 89 

III.2.4. Sondes FRET ................................................................................................................................... 90 

III.2.5. Solutions et protocoles ..................................................................................................................... 92 

IV. Mesure des transitoires Ca2+ dans les cardiomyocytes de rat adulte ........................ 94 

IV.1. Principe ............................................................................................................................... 94 

IV.2. Installation .......................................................................................................................... 95 

IV.3. Mesure et analyse des transitoires calciques ................................................................... 96 

V. Techniques biochimiques ............................................................................................... 96 

V.1. Western Blot ....................................................................................................................... 96 

V.2. Préparation des échantillons ............................................................................................. 97 

V.3. Dosage des protéines .......................................................................................................... 97 

V.4. Electrophorèse dénaturante en gel de polyacrylamide (SDS-PAGE) ........................... 97 

V.5. Transfert des protéines sur membrane ............................................................................ 98 

V.6. Immunomarquage et révélation ....................................................................................... 98 

V.7. Analyse et quantification ................................................................................................... 99 

V.8. Anticorps utilisés ................................................................................................................ 99 

VI. Techniques de biologie moléculaire .............................................................................. 99 

VI.1. Mesure de l’expression des gènes par RT-qPCR ............................................................ 99 

VI.1.1. Extraction et dosage des ARN.......................................................................................................... 99 

VI.1.2. Transcription inverse des ARN ...................................................................................................... 100 

VI.1.3. PCR quantitative en temps réel ...................................................................................................... 100 

VI.1.4. Choix des amorces ......................................................................................................................... 102 

VI.1.5. Expression des résultats ................................................................................................................. 103 

VI.2. Construction des protéines de fusion et génération des adénovirus ............................ 103 

VII. Immunocytochimie ....................................................................................................... 105 

VIII. Analyses statistiques ............................................................................................. 106 

RESULTATS ........................................................................................................................ 107 

I. Régulation différentielle de l’activité de la protéine kinase A cytoplasmique et 

nucléaire par les phosphodiestérases et les Ser/Thr phosphatases dans les myocytes 

cardiaques ............................................................................................................................. 107 

I.1. Introduction ...................................................................................................................... 107 

I.2. Article 1: Control of cytoplasmic and nuclear protein kinase A by phosphodiesterases 

and phosphatases in cardiac myocytes ........................................................................................ 108 

II. Rôle des récepteurs β1- et β2-ARs dans la régulation de l’activité PKA 

cytoplasmique et nucléaire des cardiomyocytes de rat adulte ......................................... 119 

II.1. Introduction ...................................................................................................................... 119 

II.2. Article 2: PDE4 and mAKAPβ are nodal organizers of β2-ARs nuclear PKA signaling 

in cardiac myocytes ....................................................................................................................... 119 

II.3. Résultats complémentaires .............................................................................................. 161 

II.3.1. Régulation de l’activité PKA cytoplasmique et nucléaire par les récepteurs β1- et β2-ARs au cours 

de l’insuffisance cardiaque ........................................................................................................................ 161 

II.3.2. Rôle de l’ancrage de la PKA aux AKAPs dans la modulation de la réponse PKA cytoplasmique et 

nucléaire .................................................................................................................................................... 163 

DISCUSSION ET PERSPECTIVES .................................................................................. 166 



 
 

I. Régulation différentielle de la voie AMPc/PKA dans le cytoplasme et le noyau par 

les récepteurs β1- et β2-ARs.................................................................................................. 166 

II. Identification du mécanisme prévenant l’activation de la PKA nucléaire suite à une 

stimulation β2-AR ................................................................................................................. 168 

III. Rôle de la mAKAP dans la modulation de la signalisation PKA nucléaire ............ 169 

IV. Rôle de la signalisation PKA nucléaire induite par les récepteurs β1- et β2-ARs dans 

la régulation de l’expression du facteur pro-apoptotique ICER ..................................... 171 

V. Remodelage de la signalisation PKA nucléaire induite par les récepteurs β1- et β2-

ARs au cours de l’insuffisance cardiaque .......................................................................... 172 

BIBLIOGRAPHIE ............................................................................................................... 174 

ANNEXES ............................................................................................................................. 208 

I. Revue 1: Cyclic nucleotide Phosphodiesterases in cardiac and vascular smooth 

muscles: a therapeutic perspective ........................................................................................ 208 

II. Revue 2: Cyclic nucleotide phosphodiesterases: role in the heart and therapeutic 

perspectives ............................................................................................................................ 222 

 

 

 
 
 
 
 

 
 



 

 
 

INTRODUCTION 



 

1 
 

INTRODUCTION 

I. Le couplage excitation-contraction cardiaque 

Le cœur est l’organe central du système cardiovasculaire permettant grâce à sa fonction de 

pompe, la perfusion sanguine de l’ensemble de l’organisme et son approvisionnement en 

métabolites énergétiques et en oxygène ainsi que l’évacuation des déchets issus du 

métabolisme. Le cœur possède la propriété de se contracter de manière rythmique et autonome, 

et ce grâce à un regroupement de cellules spécialisées localisées au niveau de l’oreillette droite, 

le nœud sinusal (ou nœud de Keith et Flack). Le nœud sinusal génère des impulsions électriques 

ou potentiels d’actions (PA), qui vont se propager d’abord dans les oreillettes puis être ralenties 

au niveau du nœud auriculo-ventriculaire (ou nœud d’Achoff-Tawara) avant d’atteindre les 

ventricules via le système de conduction (faisceau de His au niveau du septum interventriculaire 

puis réseau de Purkinje). Ceci va se traduire par des contractions coordonnées des oreillettes et 

des ventricules, assurant la circulation du sang et son expulsion dans le système circulatoire. 

Au niveau cellulaire, l’ensemble des processus permettant la transformation du PA en une 

réponse mécanique est appelé couplage excitation-contraction (CEC) (Bers, 2002). 

Le PA, à l’origine de la stimulation des myocytes cardiaques, se propage à la surface 

membranaire et provoque l’ouverture des canaux calciques de type L (LTCCs), situés 

majoritairement au niveau d’invagination périodiques de la membrane plasmique appelées 

tubules transverses (tubules T). L’ouverture des LTCCs permet une entrée de Ca2+ dans les 

myocytes cardiaques qui n’est cependant pas suffisante pour déclencher leur contraction. En 

revanche, la proximité entre les LTCCs des tubules T et les canaux calciques situés au niveau 

du réticulum sarcoplasmique (RS), appelés récepteurs de la Ryanodine (RyR2, isoforme 

cardiaque), espace également appelé diade, permet l’activation des RyR2 par le Ca2+ entrant 

via les LTCCs et le relargage massif des réserves de Ca2+ du RS, provoquant une forte 

augmentation de la concentration de Ca2+ cytoplasmique (qui passe d’une valeur de repos de 

l’ordre de 100 nM à environ 1 µM) nécessaire à l’activation des protéines contractiles (Figure 

1). Ce mécanisme est appelé « Ca2+-induced-Ca2+-release (CICR) » (Fabiato & Fabiato, 1978). 
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Figure 1 : Couplage excitation contraction dans le cardiomyocyte ventriculaire 

LTCCs : canaux calciques de type L ; ATP : ATPase ; NCX : échangeur Na+/Ca2+ ; RyR : 
récepteur de la ryanodine ; PLB : phospholamban ; RS : réticulum sarcoplasmique. Encart : 
décours temporels du potentiel d’action (AP), de la transitoire calcique ([Ca]i) et de la 
contraction cardiaque. D’après (Bers, 2002). 
 

L’unité contractile du muscle est le sarcomère, qui correspond à l’enchevêtrement des 

myofilaments entre deux stries Z (Figure 2). La contraction est régie par l’interaction de trois 

classes de protéines des myofilaments : les protéines contractiles, comprenant les filaments 

épais de myosine et les filaments fins d’actine ; les protéines régulatrices, troponines et 

tropomyosine ; et les protéines structurales : protéine C de liaison à la myosine (MyBP-C), α-

actinine et titine. 

La contraction correspond au glissement des filaments épais par rapport aux filaments fins et 

donc au raccourcissement des sarcomères et par conséquent du cardiomyocyte tout entier. Ce 

glissement nécessite de l’énergie sous forme d’ATP pour le pivotement de la tête globulaire de 

myosine et donc le déplacement de la myosine par rapport à l’actine (Chalovich & Eisenberg, 
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1982). Une autre protéine filamenteuse du sarcomère, la titine, joue un rôle important dans 

l’assemblage et la stabilité du sarcomère. Elle participe d’une part à la rigidité cellulaire et au 

maintien correct des filaments entre eux durant la contraction (Granzier & Labeit, 2004) et 

d’autre part à la longueur de repos de la cellule, en agissant  comme un élastique moléculaire 

permettant de limiter le degré d’extension de la cellule lors de la diastole (Granzier & Irving, 

1995). En plus de son interaction avec la titine et les filaments fins d’actine, la MyBP-C a la 

propriété de s’enrouler autours des filaments épais et joue ainsi un rôle important dans leur 

modulation et stabilisation (Bers, 2001). Il existe également la tropomyosine qui entoure les 

filaments fins d’actine et participe à leur rigidité et à la régulation de la contraction en bloquant 

l’interaction de la myosine avec l’actine. Elle est associée à un complexe de 3 troponines (Tn): 

la troponine T (tropomyosin binding) ou TnT qui se lie à la tropomyosine, la troponine C (Ca2+ 

binding) ou TnC qui fixe le Ca2+ et la troponine I (inhibitory) ou TnI qui fixe l’actine et inhibe 

la contraction. 

En diastole et lorsque la concentration cytoplasmique de Ca2+ est faible (de l’ordre de 100 nM), 

le site de fixation du Ca2+ sur la TnC est libre, favorisant ainsi l’interaction de la TnI avec 

l’actine et l’éloignement du complexe tropomyosine-troponine des filaments fins d’actine, ce 

qui empêche l’interaction entre les têtes de myosine et les filaments d’actine. Lors de la systole, 

la libération des réserves calciques du RS provoque une augmentation de la concentration de 

Ca2+ cytosolique qui se fixe sur la TnC, favorisant l’interaction de cette dernière avec la TnI et 

la levée de l’inhibition exercée par la TnI sur l’actine, ce qui se traduit par un changement de 

conformation de la molécule de tropomyosine, libérant ainsi le site d’interaction de la myosine 

avec l’actine et permettant la formation de ponts actomyosines, l’hydrolyse de l’ATP et le 

raccourcissement des sarcomères (Figure 2) (de Tombe, 2003). 



 

4 
 

 

Figure 2 : Structure schématique du sarcomère (A) et régulation Ca2+-dépendante de 

l’interaction actine-myosine (B) 

TnT: troponine qui se lie à la tropomyosine; TnI: troponine inhibitrice; TnC: troponine qui fixe 
le Ca2+. D’après (Streng et al., 2013). 

Pour permettre le détachement des ions Ca2+ des myofilaments et induire une relaxation, la 

concentration de Ca2+ dans le cytosol doit diminuer. Ceci s’opère par l’arrêt de la libération de 

Ca2+ du RS via la fermeture des RyR2, ainsi que par le repompage actif de la majorité du Ca2+ 

à l’intérieur du RS via la SERCA2a (sarco/endoplasmic reticulum Ca2+-ATPase) (Bers, 1997). 

L’activité de cette dernière est inhibée de manière constitutive par sa protéine associée, le 

phospholamban (PLB). Lors d’une augmentation de la concentration de Ca2+ cytosolique, la 

fixation d’ions Ca2+ sur la SERCA2a induit une dissociation partielle du PLB et une levée de 

son inhibition (Bidwell et al., 2011). Le reste du Ca2+ est extrudé de la cellule par les échangeurs 

Na+/Ca2+ (NCX) et les Ca2+-ATPases de la membrane plasmique, ou réintégré dans la 

mitochondrie via le canal calcique mitochondrial (Figure 1). 
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II. Régulation neuro-hormonale de la fonction cardiaque 

Afin d’adapter la force et la fréquence de ses contractions pour faire face à l’alternance entre 

des situations de stress et de repos, la fonction cardiaque est régulée par le système nerveux 

autonome (SNA) ainsi que de nombreuse hormones et facteurs circulants. Le SNA comprend 

le système nerveux sympathique et parasympathique. 

Lors d’une stimulation du système nerveux parasympathique, la libération d’acétylcholine 

induit un ralentissement de la fréquence cardiaque ainsi qu’une légère diminution de la force 

de contraction. Ces effets sont liés à l’activation des récepteurs muscariniques M2, couplés aux 

protéines Gi. 

Le neurotransmetteur du système nerveux sympathique, la noradrénaline, et les catécholamines 

secrétées par les glandes surrénales comme l’adrénaline et la noradrénaline, exercent leurs 

effets en se fixant sur les récepteurs α et β-adrénergiques (α et β-ARs). Alors que l’activation 

des récepteurs α-ARs, qui sont couplés aux protéines Gq, contrôle la croissance et l’hypertophie 

cardiaque, la stimulation des récepteurs β-ARs mobilise la voie du second messager 

intracellulaire adénosine 3’,5’ monophosphate cyclique (AMPc) qui active la protéine kinase 

AMPc-dépendante (PKA). Cette dernière phosphoryle les protéines clés du CEC, ce qui va se 

traduire par une augmentation de la force de contraction (effet inotrope positif), une accélération 

de la fréquence (effet chronotrope positif) et une augmentation de la vitesse de relaxation 

cardiaque (effet lusitrope positif). Cependant, la stimulation chronique de ces récepteurs a des 

effets délétères sur le myocarde puisqu’elle entraîne un remodelage hypertrophique pouvant 

conduire à terme à l’insuffisance cardiaque (Lohse et al., 2003). 

III. La voie de l’AMPc dans le cœur  

III.1. Découverte 

Depuis son identification il y a près de 60 ans par Sutherland & Rall (Sutherland & Rall, 1958), 

l’AMPc suscite toujours beaucoup d’intérêt, étant donné son implication dans une myriade de 

processus cellulaires tels que le métabolisme énergétique, la transcription des gènes, la 

croissance et la survie cellulaire ainsi que dans d’autres processus spécifiques à certains types 

cellulaires comme la sécrétion hormonale, la fonction immunitaire, l’apprentissage et la 

mémoire. Dans le système cardiovasculaire, l’AMPc régule le tonus des muscles lisses, la 
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perméabilité vasculaire, l’agrégation plaquettaire, ainsi que la force et la fréquence des 

contractions cardiaques (Beavo & Brunton, 2002). Peu après la découverte de l’AMPc, les 

enzymes responsables de sa synthèse, les adénylate cyclases (AC) et les enzymes en charge de 

sa dégradation, les phosphodiestérases des nucléotides cycliques (PDEs) furent caractérisées 

(Butcher & Sutherland, 1962; Rall & Sutherland, 1962). En 1968, le groupe de Krebs a réussi 

à purifier la cible principale de l’AMPc (Walsh et al., 1968), la protéine kinase dépendante de 

l’AMPc (PKA). Dans les années 1970, de nombreuses recherches se sont focalisées sur le 

fonctionnement du système de synthèse de l’AMPc. Les travaux de Rodbell (Rodbell et al., 

1971) et du groupe de Gilman (Ross & Gilman, 1977) ont permis notamment de montrer le rôle 

essentiel des protéines liant le GTP (protéines G) hétérotrimériques dans la transmission de 

l’information du récepteur à l’adénylate cyclase à sa face intracellulaire. A partir des années 

1980, les progrès de la biologie moléculaire ont permis d’élucider la structure de bon nombre 

de récepteurs hormonaux, de protéines G, d’adénylate cyclases et de phosphodiestérases ; et de 

montrer par la suite l’existence de nombreuses isoformes de ces différents acteurs de la voie de 

l’AMPc. Ainsi la découverte de l’AMPc a donné naissance à la signalisation cellulaire moderne 

et a marqué une grande étape dans l’histoire récente de la biologie. 

III.2. Production de l’AMPc 

Plusieurs récepteurs à sept domaines transmembranaires couplés aux protéines Gs (RCPGs) tels 

que les récepteurs à la prostaglandine E1 (PGE1), à la sérotonine de type 5-HT4, à l’histamine 

de type H2, au glucagon-like peptide 1 (GLP-1) et les récepteurs β-ARs, peuvent stimuler la 

production d’AMPc dans les myocytes cardiaques. Toutefois, ces récepteurs ne conduisent pas 

à des réponses fonctionnelles identiques, témoignant de la capacité des cardiomyocytes à 

discriminer entre différents stimuli extracellulaires. Ceci est lié à leur capacité à produire des 

pools localisés d’AMPc, dont la diffusion est restreinte par les PDEs, conduisant à une 

mobilisation différentielle des effecteurs de l’AMPc. Ces observations furent à l’origine du 

concept de compartimentation des signaux d’AMPc (Steinberg & Brunton, 2001). 

Parmi les différents RCPGs qui existent, les récepteurs β-ARs, récepteurs à la prostaglandine 

E1 et récepteurs 5-HT4 de la sérotonine, ont la capacité de réguler les taux d’AMPc 

intracellulaires, grâce à leur couplage aux protéines hétérotrimériques Gs qui activent les AC. 

Dans la suite de cette introduction, je me limiterai à décrire les récepteurs β-ARs qui jouent un 
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rôle crucial dans la régulation de la fonction cardiaque et je décrirai également les enzymes 

responsables de la production de l’AMPc : les adénylate cyclases (AC). 

III.3. Les récepteurs β-adrénergiques 

Le prix Nobel de chimie 2012 a été conjointement décerné à Robert Lefkowitz et Brian Kobilka 

pour leur contribution majeure dans la compréhension du fonctionnement des récepteurs β-

ARs. Trois sous-types de récepteurs β-ARs (β1-ARs, β2-ARs et β3-ARs) codés par trois gènes, 

sont exprimés dans le cœur des mammifères. Ces récepteurs ont été caractérisés 

pharmacologiquement grâce à l’utilisation d’agonistes et d’antagonistes sélectifs (Table 1).  

 
β1-AR β2-AR β3-AR 

Agonistes 

sélectifs 

(-)-Ro 363 pKi 8.0 
xamoterol pKi 7.0 
denopamine pKi 5.8  

Formoterol pEC50 10.1 
salmeterol pEC50 9.9 
zinterol pEC50 9.5 
vilanterol pEC50 9.4 
procaterol pEC50 8.4 
indacaterol pKi 7.8 
fenoterol pKi 6.9 
salbutamol pKi 5.8 – 6.1 
terbutaline pKi 5.6 

L 755507 pEC50 10.1 
L742791 pEC50 8.8 
mirabegron pEC50 7.7 
CGP 12177 pKi 6.1 – 7.3 
SB251023 pEC50 7.1 
BRL 37344 pKi 6.4 – 7.0 
CL316243 pKi 5.2 
 

Antagonistes 

sélectifs 

CGP 20712A pKi 8.5 – 9.2 
levobetaxolol pKi 9.1 
betaxolol pKi 8.8  
nebivolol pIC50 8.1 – 8.7 
atenolol pKi 6.7 – 7.6 
acebutolol pKi 6.4 

ICI 118551 pKi 9.2 – 9.5 
  
  
  
  
  

L-748337 pKi 8.4 
SR59230A pKi 6.9 – 8.4  
L748328 pKi 8.4 
 
  
  

 

Table 1 : Pharmacologie des récepteurs β-adrénergiques 
pKi est la valeur négative du logarithme décimal du Ki, qui correspond à la constante de 
dissociation (un déterminant de l’affinité de la molécule pour le récepteur). pEC50 est la valeur 
négative du logarithme décimal de l’EC50, qui correspond à la concentration qui produit 50% 
de l’effet maximum. Adapté de (Alexander et al., 2015). 
 
Il est communément admis que les récepteurs β1-ARs sont prédominants dans le cœur et 

représentent environ 70 à 80% du total des récepteurs β-ARs en fonction de l’espèce, alors que 

les récepteurs β2-ARs représentent les 20 à 30% restants (Brodde, 1991; Lohse et al., 2003). 

Cependant, aucune donnée n’est à ce jour disponible quant au niveau d’expression des β3-ARs 

dans le cœur. Dans une étude très récente réalisée par Myagmar et collaborateurs, l’expression 

de 5 types de récepteurs adrénergiques (β1, β2, β3, α1A et α1B) a été quantifiée par mesure de 

l’ARN messager dans des cardiomyocytes ventriculaires individuels issus de souris adultes. Il 
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a ainsi été montré que les récepteurs β1-ARs représentent les récepteurs majoritaires exprimés 

dans tous les cardiomyocytes, alors que les récepteurs β2- et β3-ARs ne seraient présents que 

dans 5% des cardiomyocytes de souris (Myagmar et al., 2017). 

III.3.1. Structure et fonctionnement des récepteurs β-adrénergiques 

La présence dans les RCPGs de régions flexibles et non structurées, impliquées dans 

l’interaction avec différentes protéines régulatrices et de signalisation, rend la cristallisation de 

ces récepteurs très difficile. Ainsi, le récent développement de nouvelles stratégies pour 

stabiliser la structure des récepteurs, a permis de déterminer la structure cristallographique des 

récepteurs β1-et β2-ARs. La structure des récepteurs β1-ARs a été déterminée pour la première 

fois en 2008 en utilisant un mutant thermostable des récepteurs β1-ARs (Warne et al., 2008). 

Depuis, plusieurs structures des récepteurs β1-ARs ont été déterminées avec différents 

antagonistes, agonistes partiels ou agoniste inverses et plus récemment la structure 

oligomérique du récepteur β1-ARs libre a été publiée (Warne et al., 2011, 2012; 

Moukhametzianov et al., 2011; Huang et al., 2013). En 2007, la détermination de la structure 

cristallographique des récepteurs β2-ARs en liaison avec un agoniste inverse de haute affinité, 

le carazolol qui permet de les maintenir à l’état inactivé, a été un premier pas pour la 

détermination de la structure cristallographique du récepteurs activé (Rasmussen et al., 2007; 

Cherezov et al., 2007; Rosenbaum et al., 2007). En 2011, deux structures des récepteurs β2-

ARs activés, liés à un agoniste de haute affinité (BI-167107), ont été déterminées en utilisant 

un fragment d’anticorps appelé nb80 (nanobody80) qui mime la liaison avec la protéine Gs dans 

la partie cytoplasmique du récepteur (Rasmussen et al., 2011b, 2011a). 

Les mécanismes d’activation des récepteurs β1- et β2-ARs sont relativement comparables. 

L’agoniste forme des liaisons hydrogène avec des résidus sérine au niveau du segment 

transmembranaire 5 qui conduit à une série d’évènements qui aboutissent à un changement de 

conformation des segments transmembranaires 3 et 6 et à l’activation du récepteur (Jazayeri et 

al., 2015). Ceci permet le couplage des récepteurs aux protéines G hétérotrimériques qui sont 

formées par les trois sous unités (α, β et γ) (Ballesteros et al., 2001). Ceci se traduit par un 

échange de GDP contre du GTP par la sous-unité α, lui permettant ainsi de se dissocier des 

sous-unités βγ, et d’interagir avec les AC. Selon le type de sous-unité Gα à laquelle le récepteur 

est associé, ce couplage peut avoir un effet stimulateur (sous-unités Gαs) ou inhibiteur (sous-

unités Gαi) sur l’activité des AC, modulant ainsi les taux d’AMPc. Grâce à son activité GTPase 
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intrinsèque, la sous-unité α peut hydrolyser le GTP auquel elle est associée en GDP, ce qui aura 

pour effet la réassociation aux sous-unités βγ, et la terminaison du signal (Latek et al., 2012). 

III.3.2. Signalisation des récepteurs β1-adrénergiques 

Les récepteurs β1-ARs représentent le sous-type de récepteurs β majoritaire dans le cœur des 

mammifères. Ils sont couplés exclusivement aux protéines Gs qui stimulent la production 

d’AMPc et l’activation de la PKA. Leur stimulation se traduit par des effets inotrope et lusitrope 

positifs puissants qui sont liés à la phosphorylation PKA-dépendante des principales protéines 

du CEC, notamment les LTCCs et les RyR2, ce qui conduit à une augmentation du Ca2+ 

cytosolique, du PLB, et accélère le recaptage du Ca2+ à l’intérieur du RS par la SERCA2a, et 

de la TnI et de la MyBP-C, réduisant ainsi la sensibilité des myofilaments au Ca2+ et accélérant 

les cinétiques du cycle de ponts actine-myosine (Fu et al., 2013). Il a été également montré que 

la stimulation des récepteurs β1-ARs peut exercer un rétrocontrôle négatif sur les effets 

précédemment cités, en raison de l’activation de la Phosphatidyl Inositol-3- Kinase γ (PI3Kγ) 

qui inhibe le courant calcique de type L. Cette activation semble faire intervenir les sous-unités 

Gβγ et la PKA (Leblais et al., 2004). 

La stimulation prolongée des récepteurs β1-ARs induit des effets cardiotoxiques (Lohse et al., 

2003). Ces effets ont été clairement montrés chez les souris transgéniques surexprimant les 

récepteurs β1-ARs spécifiquement dans le cœur, qui présentent une augmentation de la 

contractilité cardiaque lorsqu’elles sont jeunes, mais développent par la suite une hypertrophie 

cardiaque accompagnée d’une diminution de la fonction cardiaque aboutissant à une 

insuffisance cardiaque (Engelhardt et al., 1999). A l’inverse, dans un modèle de souris 

déficientes pour les récepteurs β1-ARs, l’altération de fonction cardiaque suite à une ligature de 

l’artère coronaire est atténuée par rapport aux souris sauvages (Yoo et al., 2009). Les effets 

délétères sont médiés en partie via la Ca2+-Calmoduline Kinase II (CaMKII), dont l’activation 

prolongée est pro-apoptotique (Zhu et al., 2003). Cependant, une étude a montré qu’une 

stimulation prolongée des récepteurs β1-ARs induit une augmentation de la contractilité 

indépendamment de la PKA et faisant intervenir la CaMKII (Wang et al., 2004), bien que le 

mécanisme par lequel les récepteurs β1-ARs induisent l’activation de la CaMKII n’est pas 

clairement établi. De plus, une étude par Zhang et collaborateurs a montré que les récepteurs 

β1-ARs peuvent avoir à la fois des effets cardiotoxiques via l’activation de la PKA et CaMKII, 
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ainsi que des effets cardioprotecteurs via l’activation de la protéine EPAC (pour Exchange 

protein directly activated by cAMP) (Zhang et al., 2013). 

III.3.3. Signalisation des récepteurs β2-adrénergiques 

La réponse physiologique dans le cœur due aux récepteurs β2-ARs est largement controversée, 

bien qu’il soit clairement établi que les effets de la stimulation des récepteurs β2-ARs sont plus 

modestes que ceux des récepteurs β1-ARs. En effet, il a été montré qu’une stimulation β2-AR 

dans le cœur humain induit une augmentation d’AMPc, accompagnée d’une augmentation de 

la phosphorylation du PLB et de la TnI, bien que moins marquée que celle induite par des 

récepteurs β1-ARs (Zheng et al., 2005), alors que chez le rat l’augmentation d’AMPc n’est pas 

accompagnée d’effets sur la transitoire calcique, la contraction et la relaxation (Chen-Izu et al., 

2000). De plus, l’effet des catécholamines n’est pas modifié chez les souris déficientes en 

récepteurs β2-ARs par rapport aux souris sauvages (Rohrer et al., 1999). Plus récemment, 

Nikolaev et collaborateurs ont montré que contrairement aux récepteurs β1-ARs qui induisent 

une augmentation d’AMPc qui diffuse dans la cellule, les récepteurs β2-ARs induisent une 

production d’AMPc plus localisée (Nikolaev et al., 2006). 

Plusieurs raisons peuvent être à l’origine de ces différences de réponse entre les récepteurs β1- 

et β2-ARs. Tout d’abord, elles peuvent être expliquées en partie par une expression moins 

importante des récepteurs β2-ARs que celle des β1-ARs dans le cœur des mammifères. De plus, 

la localisation des récepteurs à la membrane plasmique n’est pas identique. Alors que les 

récepteurs β1-ARs sont distribués de manière homogène sur toute la membrane, les récepteurs 

β2-ARs sont localisés préférentiellement au niveau des tubules T et des cavéoles (Nikolaev et 

al., 2010). Un autre mécanisme concerne le couplage des récepteurs aux protéines G 

hétérotrimériques. En effet, alors que les récepteurs β1-ARs sont couplés exclusivement aux 

protéines Gs, les récepteurs β2-ARs sont couplés aux protéines Gs et Gi (Daaka et al., 1997).  

Il a été montré que sous stimulation β2-AR, l’inhibition des protéines Gi par la toxine de 

Bordetella pertussis (PTX) induit une augmentation de la phosphorylation des LTCCs et de la 

contraction cellulaire dans les cardiomyocytes néonataux (Xiang et al., 2002; Balijepalli et al., 

2006) ainsi qu’une augmentation de la phosphorylation du PLB dans les cardiomyocytes de rat 

adulte (Kuschel et al., 1999). De plus, il a été suggéré que la voie β2-AR/Gi pouvait activer les 

phosphatases soit d’une manière directe ou bien indirecte, via la phosphorylation PKA-
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dépendante de l’inhibiteur endogène de la phosphatase 1 (I-1), réduisant son effet inhibiteur sur 

la phosphatase qui de fait déphosphoryle plus activement le PLB (Kuschel et al., 1999). 

Plusieurs études indiquent que les récepteurs β2-ARs ont un rôle cardioprotecteur. En effet, dans 

des souris déficientes pour les récepteurs β2-ARs, une infusion chronique d’isoprénaline résulte 

en une augmentation de l’apoptose des cardiomyocytes et de la mortalité par rapport aux souris 

sauvages (Patterson et al., 2004). Le couplage des récepteurs β2-ARs aux protéines Gi serait 

responsable de leurs effets anti-apoptotiques, et ce via l’activation des voies de signalisation 

Gi/βγ/PI3K/AKT (Chesley et al., 2000) et Gi/p38-MAPK (Communal et al., 2000). Cependant, 

dans une étude réalisée sur des souris surexprimant les récepteurs β2-ARs dans le cœur à 

différents niveaux, il a été montré qu’une surexpression de 60 fois augmenterait la fonction 

cardiaque sans effets délétères, alors qu’une surexpression supérieure induirait hypertrophie, 

fibrose et insuffisance cardiaque (Liggett et al., 2000). 

III.3.4. Signalisation des récepteurs β3-adrénergiques 

Dans le cœur normal, les récepteurs β3-ARs sont très peu exprimés par rapport aux récepteurs 

β1- et β2-ARs, mais ils sont surexprimés dans le ventricule humain en insuffisance cardiaque 

(Moniotte et al., 2001). Dans le ventricule humain, et par opposition aux effets des récepteurs 

β1- et β2-ARs, la stimulation des récepteurs β3-ARs induit un effet inotrope négatif via la voie 

Gi et la voie de la NO-synthase endothéliale (eNOS) et du GMPc (Gauthier et al., 1998). 

Cependant, dans l’oreillette humaine cet effet inotrope négatif n’est pas observé. En effet, la 

stimulation des récepteurs β3-ARs à la température physiologique de 37°C, ne semble pas avoir 

d’effet ni sur le courant calcique de type L, ni sur la contraction (Christ et al., 2011). En 

revanche, à température ambiante, la stimulation des récepteurs β3-ARs augmente le courant 

calcique de type L et la contractilité du tissu atrial de manière Gs/PKA dépendante (Skeberdis 

et al., 2008). 

Dans une étude récente réalisée par le groupe de Jean-Luc Balligand, il a été montré que les 

souris qui surexpriment les récepteurs β3-ARs dans le cœur étaient protégées de l’hypertrophie 

cardiaque induite par l’infusion chronique d’isoprénaline ou d’angiotensine II. Cet effet anti-

hypertrophique semble être médié par la voie du monoxide d’azote (NO), puisque l’inhibition 

de la NO-synthase abroge l’effet anti-hypertrophique des récepteurs β3-ARs observée in vitro 

et in vivo, et semble également passer par une réduction de l’activité transcriptionnelle de NFAT 

(Nuclear Factor of Activated T-cells) (Belge et al., 2014). De plus, dans une autre étude réalisée 
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sur des cardiomyocytes néonataux, il a été montré que les récepteurs β3-ARs activent la voie 

NO-GMPc, ce qui conduit à l’activation de la PDE2 qui régule à son tour les taux d’AMPc 

générés par les récepteurs β1- et β2-ARs (Mongillo et al., 2006). Ainsi, il est envisageable que 

les effets bénéfiques observés chez les souris qui surexpriment les récepteurs β3-ARs passent 

en partie par l’activation de la PDE2, dont la surexpression exerce également des effets 

bénéfiques sur le cœur (Vettel et al., 2017). 

III.3.5. Désensibilisation des récepteurs β-adrénergiques 

Une stimulation prolongée des récepteurs β-ARs se traduit par leur désensibilisation et une 

diminution progressive de la réponse à l’agoniste. La désensibilisation des récepteurs β-ARs 

est responsable en partie de la dysfonction contractile et de l’incapacité du cœur à s’adapter à 

l’effort au cours de l’insuffisance cardiaque. Ce phénomène est initié par la phosphorylation 

des récepteurs médiée par deux types de kinases qui phosphorylent les récepteurs β-ARs. 

Les protéines kinases comme la protéine kinase AMPc-dépendante (PKA) ou la GRK (G-

protein coupled receptor kinase), ont la capacité de phosphoryler les récepteurs β2-ARs au 

niveau de leur partie C-terminale. La PKA phosphoryle directement le récepteur β2-AR et ceci 

peut avoir lieu en présence ou absence d’agoniste, induisant ainsi leur découplage de la protéine 

Gs. Dans ce cas on parle de désensibilisation hétérologue (Benovic et al., 1985; Bouvier et al., 

1988; Daaka et al., 1997).  

Contrairement à la désensibilisation induite par la PKA, celle induite par la famille des GRK 

nécessite que le récepteur soit occupé par l’agoniste : on parle dans ce cas de désensibilisation 

homologue. Dans le cœur, les isoformes de GRK les plus importantes sont la GRK2 et la GRK5 

(Salazar et al., 2013). Suite à l’activation du récepteur, les sous-unités Gβγ vont interagir avec 

le domaine C-terminal de la GRK2 appelé domaine homologue de la pleckstrine, ce qui va 

induire par la suite son recrutement à la membrane et la phosphorylation des récepteurs β-ARs 

par la GRK (Figure 3) (Lefkowitz, 1998). L’importance du recrutement de la GRK2 dans la 

désensibilisation des RCPGs a été clairement démontrée in vitro (Koch et al., 1994) et in vivo 

(Koch et al., 1995), via l’utilisation du fragment C-terminal de la GRK2 (βARKct) contenant 

le domaine d’interaction avec les sous-unités Gβγ qui agit comme un inhibiteur de l’interaction 

de la GRK2 avec les sous-unités Gβγ. De plus, la surexpression cardio-spécifique de la GRK2 

chez des souris induit une diminution de la réponse contractile du ventricule gauche à 

l’isoprénaline, montrant ainsi l’association entre l’augmentation de la GRK2 et la dysfonction 
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contractile observée dans l’insuffisance cardiaque humaine (Koch et al., 1995). La 

phosphorylation du récepteur par la GRK va conduire au recrutement et à la fixation de la β-

arrestine et ainsi prévenir toute interaction avec les protéines Gs. Le recrutement de la β-

arrestine au récepteur phosphorylé facilite la translocation de composants de la machinerie 

endocytaire, notamment grâce à son interaction avec la clathrine et la protéine AP2 (Adaptor 

protein 2), ce qui conduit à l’internalisation des récepteurs puis soit à leur dégradation et donc 

à une diminution du nombre de récepteurs (Pierce et al., 2002), soit à leur déphosphorylation 

par la phosphatase 2A, ce qui conduit au recyclage du récepteur internalisé à la membrane 

plasmique (Krueger et al., 1997). 

 

Figure 3 : Régulation de la signalisation β-adrénergique par la GRK2 au cours d’un 

stress catécholaminergique chronique 

CA: Catécholamines. D’après (Lymperopoulos et al., 2007) 
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III.4. Les adénylates cyclases 

Les adenylates cyclases (AC) sont des enzymes clés dans la transduction des signaux et la 

régulation de la fonction cardiaque, et ce à travers la synthèse du second messager AMPc à 

partir d’ATP, avec le Mg2+ comme cofacteur de cette enzyme. Cette famille comprend dix 

isoformes différentes chez les mammifères, codées par des gènes différents : une isoforme 

soluble (ACs) et neuf isoformes transmembranaires (AC1-AC9) (Table 2). Ces isoformes sont 

exprimées de manière différente dans les tissus et sont caractérisées par une régulation 

différente (Guellich et al., 2014). 

Isoforme 
Source majeure 

d’expression 
Régulation Protéine Kinase 

AC1 Cerveau 
Stimulée par Ca2+/CaM, Gαs, 

Inhibée par Gα0 et Gβγ 
PKC : stimulation  

CaMKIV : inhibition 

AC2 
Cerveau, poumons,  
muscle squelettique 

Stimulée par Gβγ, Gαs PKC : stimulation 

AC3 
Epithélium olfactif, 
cerveau, testicules 

Stimulée par Ca2+/CaM,  
Stimulée par Gαs 

PKC : stimulation 
CaMKII : inhibition 

AC4 

cerveau, cœur, rein, foie,  
poumons, tissu adipeux 

brun, utérus 
Stimulée par Gβγ, Gαs PKC : inhibition 

AC5 
Cœur, cerveau, tissu 

adipeux brun 
Stimulée par Gαs, Inhibée par 

Ca2+, Gβγ, Gαi 
PKA : inhibition 

PKCα ou ζ : stimulation 

AC6 ubiquitaire 
Stimulée par Gαs, Inhibée par 

Ca2+, Gβγ, Gαi 
PKA : inhibition 

PKCδ ou ε : inhibition 
AC7 ubiquitaire Stimulée par Gβγ, Gαs PKC : stimulation 

AC8 

cerveau, poumons  
(utérus, cœur, testicules, 

surrénales) 
Stimulée par Ca2+/CaM, Gαs  

AC9 
Cerveau, poumons, 
muscle squelettique 

Stimulée par Gαs 
Régulée par la calcineurine, 

Insensible à la forskoline 
PKC : inhibition 

ACs Testicules 
Non régulée par protéines G 
Régulée par HCO3

- et le Ca2+ 

Insensible à la forskoline 
 

 

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

régulations 
Adapté de (Sunahara & Taussig, 2002; Willoughby & Cooper, 2007; Pierre et al., 2009). 

Contrairement aux autres isoformes, l’ACs ne possède pas de domaines transmembranaires, 

n’est pas activée par la forskoline et les protéines G hétérotrimériques, mais est activée par le 

bicarbonate (HCO3
-) et le Ca2+. Elle est fortement exprimée dans les spermatozoïdes et joue un 
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rôle important dans la capacitation et la fertilisation. L’ACs est exprimée à l’état de traces dans 

tous les autres tissus. 

Il est connu que dans des lignées cellulaires, la matrice mitochondriale détient un système de 

signalisation AMPc qui répond aux changements métaboliques et qui est indépendant des 

signaux AMPc cytosoliques, étant donné que l’AMPc est incapable de traverser la membrane 

mitochondriale interne (Acin-Perez et al., 2009; Lefkimmiatis et al., 2013). En effet, il a été 

montré que l’ACs est exprimée dans la matrice mitochondriale des cardiomyocytes ou elle 

régule la phosphorylation oxydative et la synthèse d’ATP (Di Benedetto et al., 2013). De plus, 

dans une étude récente réalisée dans notre équipe, il a été montré que la stimulation de l’ACs 

était protectrice contre la mort cellulaire et l’apoptose des cardiomyocytes, et ce via 

l’augmentation d’AMPc au niveau des mitochondries et l’activation d’EPAC1 qui prévient 

l’augmentation de Ca2+ au niveau de la matrice mitochondriale et l’ouverture du port de 

transition mitochondrial (Wang et al., 2016). En plus de sa localisation dans les mitochondries, 

l’ACs serait également localisée au niveau du noyau de certaines lignées cellulaires, régulant 

ainsi l’activité du facteur de transcription CREB au niveau nucléaire (Zippin et al., 2004). 

 

 

 

Figure 4 : Structure des adénylate cyclases transmembranaires 

D’après (Pierre et al., 2009). 

Les neuf isoformes d’AC transmembranaires partagent la même structure, qui est similaire à 

celle des transporteurs à ATP-binding cassette (Figure 4). Elles sont constituées de deux 

domaines hydrophobes à six segments transmembranaires (M1 et M2) et deux boucles 
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cytoplasmiques (C1 et C2) (subdivisées en C1a, C1b et C2a, C2b) qui s’hétérodimérisent pour 

former le site catalytique de l’enzyme, comprenant les sites de fixation de l’ATP, Mg2+ et de la 

forskoline, un diterpène issu de la plante Coleus forkolhii (Figure 4). 

Dans le cœur, les principales isoformes responsables de la synthèse d’AMPc sont les AC5 et 

AC6 (Guellich et al., 2014). Les AC5 et AC6 présentent des mécanismes régulateurs communs 

comme leur activation par les protéines Gαs et leur inhibition par les protéines Gαi, leur 

inhibition par la PKA et par des concentrations physiologiques de Ca2+ (de l’ordre du µM) 

(Beazely & Watts, 2006). Cependant, leur phosphorylation PKC-dépendante a des effets 

opposés sur leur activité. En effet, alors qu’une phosphorylation par PKCα ou PKCζ stimule 

l’activité de l’AC5, la phosphorylation par la PKCδ ou PKCε inhibe l’AC6 (Hanoune & Defer, 

2001). Même si ces deux isoformes présentent 65% d’homologie de séquence et partagent 

plusieurs mécanismes régulateurs communs, elles semblent avoir des effets fonctionnels 

différents. En effet, dans une étude récente réalisée par Timofeyev et collégues, et utilisant des 

souris invalidées pour l’AC5 ou l’AC6, il a été montré que ces deux isoformes régulent de 

manière différente l’augmentation du courant calcique de type L sous stimulation β-AR, avec 

l’AC6 qui n’est mobilisée que par les récepteurs β1-ARs pour réguler principalement le courant 

à la surface des cardiomyocytes, alors que l’AC5 peut être mobilisée par les récepteurs β1- et 

β2-ARs pour réguler le courant au niveau des tubules T. Cependant, il est possible que l’AC6 

puisse être localisée dans les tubules T sans être couplée aux LTCCs (Timofeyev et al., 2013). 

Il y aurait donc une compartimentation et une localisation subcellulaire différente des isoformes 

d’AC. Même si ces deux isoformes présentent 65% d’homologie de séquence et partagent 

plusieurs mécanismes régulateurs, plusieurs travaux montrent qu’elles exercent des effets 

opposés sur la fonction cardiaque. En effet, la surexpression cardiaque de l’AC6 est associée à 

une augmentation de la réserve contractile du ventricule gauche et n’a pas de conséquences 

délétères (Gao et al., 1999), et de façon consistante, sa délétion ne protège pas contre la 

cardiomyopathie induite par une infusion chronique d’isoprénaline et semble plutôt être 

associée à une mortalité élevée (Tang et al., 2013). Contrairement à l’invalidation de l’AC6, 

l’invalidation de l’AC5 augmente la longévité et protège contre la cardiomyopathie observée 

chez les souris âgées (Yan et al., 2007). 
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III.5. Dégradation de l’AMPc : structure et rôle des phosphodiestérases 

Les phosphodiestérases des nucléotides cycliques constituent une superfamille d’enzymes qui 

catalysent l’hydrolyse de l’AMPc et du GMPc en un nucléotide 5’-phosphate (5’-AMP et 5’-

GMP) inactif, modulant ainsi l’amplitude, la durée et la localisation des signaux de ces seconds 

messagers. Actuellement, on dénombre 11 familles distinctes de PDEs chez les mammifères 

répertoriées en fonction de leur séquence protéique, propriétés enzymatiques, mode de 

régulation et leurs propriétés pharmacologiques (Table 3). Trois familles hydrolysent 

sélectivement l’AMPc (PDE4, 7 et 8), trois sont spécifiques du GMPc (PDE5, 6 et 9) et enfin 

des familles qui hydrolysent les deux seconds messagers (PDE1, 2, 3, 10, 11). Chaque famille 

comprend entre 1 et 4 gènes, soit 21 gènes au total, codant pour différentes isoformes, générées 

par épissage alternatif ou par l’utilisation de multiples sites d’initiation de la transcription 

(Keravis & Lugnier, 2012). 
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Table 3 : Les 11 familles de phosphodiestérases 
D’après (Lugnier, 2006; Bender & Beavo, 2006). 

 Isoformes 
Spécificité  

de substrat 

Km 

GMPc 

(µM) 

Km 

AMPc (µM) 
Propriétés  

Sensibilité  

à l’IBMX 
Profil d’expression 

PDE1 

PDE1A AMPc<GMPc 2,6-3,5 72,7-124 

Stimulées  
par Ca2+/ 

calmoduline 
OUI 

muscle lisse, cœur,  
poumons, cerveau, sperme 

PDE1B AMPc<GMPc 1,2-5,9 10 24 
muscle lisse, neurones,  

lymphocytes, macrophage 

PDE1C AMPc=GMPc 0,6-2,2 0,3-1,1 
muscle lisse, cerveau, coeur  

épithélium olfactif 

PDE2 PDE2A AMPc=GMPc 10 30 
Stimulée par 

le GMPc 
OUI 

cerveau, cœur, plaquettes, 
macrophages, cellules 

endothéliales, médullo-
surrénale 

PDE3 

PDE3A AMPc>GMPc 0,02-0,15 0,18 

Inhibée par le 
GMPc 

OUI 

cœur, muscle lisse vasculaire, 
plaquettes, oocytes, rein 

PDE3B AMPc>GMPc 0,28 0,38 

muscle lisse vasculaire, 
plaquettes, adipocytes, rein, 
hépatocytes, lymphocytes, 
macrophages, cellules béta, 

cœur 

PDE4 

PDE4A AMPc>GMPc  2,9-10 

Spécifiques 
de l'AMPc 

OUI 

ubiquitaire 

PDE4B AMPc>GMPc  1,5-4,7 ubiquitaire 

PDE4C AMPc>GMPc  1,7 poumons, testicules, cerveau 

PDE4D AMPc>GMPc  1,2-5,9 ubiquitaire 

PDE5 PDE5A AMPc<GMPc 2,9-6,2 290 
Spécifiques 
du GMPc 

OUI 
muscle lisse vasculaire, 

plaquettes, adipocytes, rein, 
cerveau, poumons, cœur 

PDE6 
PDE6A/B AMPc<GMPc 15 700 Spécifiques 

du GMPc 
OUI 

rétine, glande pinéale 

PDE6C AMPc<GMPc 17 610 rétine, glande pinéale 

PDE7 

PDE7A AMPc>GMPc  0,1-0,2 
Spécifiques 
de l'AMPc 

OUI 

cellules immunitaires, cœur, 
muscle squeletique, cellules 

endothéliales 

PDE7B AMPc>GMPc  0,03-0,07 
cerveau, cœur, foie, muscle 

squeletique, pancreas, 
testicules, 

PDE8 

PDE8A AMPc>GMPc  0,06 
Spécifiques 
de l'AMPc 

NON 

testicules, rate, intestin grêle, 
ovaire, colon, rein, cœur 

PDE8B AMPc>GMPc  0,1 cerveau, thyroïde 

PDE9 PDE9A AMPc<GMPc 0,7-0,17 230 
Spécifiques 
du GMPc 

NON 
Cœur, rein, cerveau, rate, tissus 

gastrointestinaux, prostate 

PDE10 PDE10A AMPc<GMPc 13-14 0,22-1,1 
Inhibée par 

l'AMPc 
OUI 

cerveau, testicule, cœur, 
thyroide, hypophyse 

PDE11 PDE11A AMPc=GMPc 0,95-2,1 2,0-3,2 Non sélective OUI 

muscle squeletique, prostate, 
testicule,  

glandes salivaires, thyroide, 
foie 



 

19 
 

Les PDEs de mammifères partagent une organisation structurale commune, constituée d’un 

domaine catalytique relativement conservé, situé près de l’extrémité C-terminale et d’un 

domaine régulateur divergent entre les différentes familles, localisé au niveau de l’extrémité N-

terminale et qui régule l’activité catalytique et la localisation subcellulaire des PDEs et ce via 

l’interaction avec différentes molécules régulatrices et signaux (Maurice et al., 2014). 

L’extrémité C-terminale peut contenir des domaines de dimérisation, des modules auto-

inhibiteurs, des sites de phosphorylation par différentes kinases ainsi que des domaines 

d’interaction avec différentes protéines d’échafaudage (Figure 5) (Maurice et al., 2014). Dans 

le cœur, au moins 8 familles de PDEs semblent être exprimées, avec les PDE1, 2, 3, 4, 5 qui 

sont les mieux étudiées, les PDE7 et PDE8 pour lesquelles l’absence d’inhibiteur spécifiques 

constitue un frein sérieux à l’étude de leur fonction dans le cœur, auxquelles il faut ajouter la 

PDE9 dont l’expression cardiaque vient d’être démontrée par le groupe de David Kass (Lee et 

al., 2015). 
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Figure 5 : Structure schématique des 11 familles des phosphodiestérases (PDE) 

D’après (Conti & Beavo, 2007). 
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III.5.1. Les phosphodiestérases de type 1 

La famille des PDE1 comprend 3 gènes (pde1a, pde1b et pde1c) qui codent pour 9 variants 

d’épissage. Les PDE1A et PDE1B hydrolysent préférentiellement le GMPc, alors que la 

PDE1C hydrolyse avec la même affinité l’AMPc et le GMPc (Table 3). La PDE1 présente dans 

sa partie N-terminale deux domaines de liaison du complexe Ca2+/Calmoduline, lui conférant 

ainsi l’unique propriété d’être activée par ce dernier. Il existe en contrepartie un mécanisme de 

rétrocontrôle négatif de l’activation de la PDE1 par le complexe Ca2+/Calmoduline, médié par 

la PKA et la CaMKII, qui phosphorylent la PDE1 au niveau du domaine régulateur, ce qui 

aurait pour conséquence une diminution de l’affinité de la PDE1 pour le complexe 

Ca2+/Calmoduline (Sharma & Wang, 1985; Hashimoto et al., 1989). Dans une étude réalisée 

par Miller et collaborateurs, il a été montré que la PDE1 régule l’hypertrophie des 

cardiomyocytes via une modulation GMPc/PKG-dépendante, et que son inhibition réduit 

l’hypertrophie cardiaque induite par une infusion chronique d’isoprénaline chez des souris 

(Miller et al., 2009). De plus, dans une étude très récente réalisée par le même groupe sur des 

souris invalidées pour le gène codant pour la PDE1C, il a été montré que la déficience en 

PDE1C permet de protéger contre la mort cellulaire et l’hypertrophie, et ce de manière 

dépendante de la signalisation AMPc/PKA et PI3K/AKT (Knight et al., 2016). 

III.5.2. Les phosphodiestérases de type 2 

Les PDE2 sont codées par un seul gène pde2a qui génère 3 variants d’épissage (PDE2A1, 

PDE2A2 et PDE2A3). Ces trois variants ont une partie C-terminale identique, mais une partie 

N-terminale différente qui définit la localisation de l’enzyme (Lugnier, 2006). Elles hydrolysent 

à la fois l’AMPc et le GMPc avec la même affinité et présentent l’unique propriété d’être 

activées par le GMPc (Table 3). Leur région N-terminale est constituée par un domaine GAF 

A qui joue un rôle dans la dimérisation de l’enzyme, et un domaine GAF B qui lie le GMPc 

avec une forte affinité permettant ainsi d’activer l’enzyme (Lugnier, 2006), ce qui représente 

un mécanisme de rétrocontrôle négatif important dans la régulation de l’interaction entre la voie 

du GMPc et de l’AMPc. 

Plusieurs travaux réalisés par notre équipe ont montré l’importance de la PDE2 dans la 

compartimentation des nucléotides cycliques et la régulation du CEC et ce via la régulation des 

LTCCs (Dittrich et al., 2001), ou encore des niveaux de phosphorylation de la TnI et MyBP-C 

(Mika et al., 2013). Dans une étude récente, l’équipe a montré que l’expression de la PDE2 est 



 

22 
 

augmentée en insuffisance cardiaque chez l’Homme et le chien ainsi que chez le rat traité 

chroniquement à l’isoprénaline. Dans les cardiomyocytes adultes isolés, la surexpression de 

PDE2A2 prévient l’hypertrophie induite par la norépinephrine ou la phénylephrine (Mehel et 

al., 2013). De plus, des souris transgéniques qui surexpriment la PDE2 spécifiquement dans le 

cœur, présentent une fréquence cardiaque réduite en comparaison avec les souris sauvages mais 

un débit cardiaque préservé en raison d’une contractilité cardiaque améliorée. Ces souris sont 

moins susceptibles que les souris normales aux arythmies ventriculaires provoquées par une 

injection de catécholamines, et présentent une fonction cardiaque améliorée après infarctus du 

myocarde, suggérant que l’activation de la PDE2 pourrait représenter une nouvelle approche 

dans le traitement de l’insuffisance cardiaque (Vettel et al., 2017). Cependant, Zoccarato et 

collaborateurs ont montré que la surexpression de la PDE2A est suffisante pour induire 

l’hypertrophie, et que l’inhibition de la PDE2 permet de bloquer l’hypertrophie des 

cardiomyocytes (Zoccarato et al., 2015). Ces résultats contradictoires avec ceux trouvés dans 

notre laboratoire pourrait être expliqués par le fait qu’ils ont utilisé des concentrations élevées 

de l’inhibiteur de la PDE2, le Bay 60-7550 (10 µM contre 100 nM dans nos études), ainsi 

qu’une possible différence dans le variant d’epissage de la PDE2A qui a été utilisé dans les 

études de surexpression. 

III.5.3. Les phosphodiestérases de type 3 

Les PDE3 sont codées par deux gènes différents (pde3a et pde3b). Le gène pde3a code pour 3 

isoformes (PDE3A1, PDE3A2 et PDE3A3) alors que le pde3b code pour une seule isoforme 

PDE3B1 (Beavo & Brunton, 2002). Dans le cœur, la PDE3A est la forme dominante, bien que 

la PDE3B soit aussi exprimée (Keravis & Lugnier, 2012). Chez les mammifères, la PDE3 fait 

partie des PDEs majoritaires dégradant l’AMPc (Guellich et al., 2014). 

Les PDE3 sont caractérisées par une forte affinité pour l’AMPc et le GMPc, cependant le niveau 

d’hydrolyse du GMPc représente environ 10% de celui de l’AMPc, ce qui fait du GMPc un 

inhibiteur compétitif pour l’hydrolyse de l’AMPc (Keravis & Lugnier, 2012). Les différentes 

isoformes diffèrent entre elles par la présence ou non de régions appelées NHR1 et NHR2 (N-

terminal hydrophobic region), qui sont importantes pour la localisation subcellulaire de 

l’enzyme. Ainsi, les PDE3A1 et PDE3B1 sont localisées exclusivement dans les fractions 

membranaires, la PDE3A2 peut être membranaire ou cytosolique alors que la PDE3A3 est 

exclusivement cytosolique en raison de l’absence de domaines NHR (Figure 6) (Zaccolo & 
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Movsesian, 2007). Ces isoformes différent également par la présence et le nombre de sites de 

phosphorylation par la PKA, PKC, AKT, ce qui a pour conséquence une régulation 

différentielle de leur activité catalytique (Movsesian, 2016). 

 

 

 

Figure 6 : Structure des isoformes de la phosphodiestérases de type 3 

La structure des isoformes de PDE3 diffère par la présence ou non de domaines NHR (N-
terminal Hydrophobic region), et de sites de phosphorylation P1, P2, P3. D’après (Zaccolo & 
Movsesian, 2007). 
 

Les inhibiteurs de la PDE3 exercent un effet inotrope positif puissant sur le cœur et sont ainsi 

utilisés dans le traitement de l’insuffisance cardiaque aigue, mais moins en chronique car ils 

induisent des effets proarythmiques à long terme (Movsesian, 2016). Des études ont montré 

que dans des souris déficientes en PDE3B (Pde3b-/-), les réponses inotropes suite à l’inhibition 

de la PDE3 sont préservées alors qu’elles sont abolies chez les Pde3a-/-, suggérant que la 

contractilité myocardique est régulée par la PDE3A (Beca et al., 2013). L’effet inotrope positif 

des inhibiteurs de PDE3 est expliqué, d’une part, par la stimulation du courant calcique (ICa,L) 

bien que celle-ci soit différente selon les espèces. En effet, son inhibition augmente l’amplitude 

d’ICa,L
 dans les myocytes atriaux humains et de lapin (Kajimoto et al., 1997; Vandecasteele et 

al., 2001). D’autre part, une inhibition de PDE3 induit une augmentation de la phosphorylation 

de PLB, ce qui lève l’inhibition exercée sur la SERCA2a et l’activation du repompage du Ca2+ 

à l’intérieur du RS, augmentant ainsi la charge en Ca2+ du RS (Kranias & Hajjar, 2012; Beca et 

al., 2013). Cependant, une diminution dans l’expression de la PDE3A ou son inhibition 
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chronique induit également l’apoptose des cardiomyocytes (Ding et al., 2005a), alors que la 

surexpression de la PDE3A1 chez des souris protège contre l’apoptose et les dommages induits 

par l’ischémie reperfusion (Oikawa et al., 2013). 

L’expression de la PDE3A est diminuée au cours de l’insuffisance cardiaque chez l’Homme. 

De plus, une stimulation chronique des cardiomyocytes à l’isoprénaline ou à l’angiotensine II 

induit également une diminution de son expression, accompagnée d’une surexpression du 

facteur pro-apoptotique ICER (inducible cAMP early repressor) (Ding et al., 2005a). 

L’induction d’ICER est impliquée dans une boucle de rétrocontrôle positif via la répression de 

l’expression de la PDE3A, conduisant à l’activation de la voie AMPc/PKA qui à son tour 

contribue à l’expression d’ICER via la phosphorylation du facteur de transcription CREB. 

L’induction prolongée d’ICER, provoque à son tour une répression de l’expression de la 

protéine anti-apoptotique Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) et une induction de l’apoptose des 

cardiomyocytes (Figure 7) (Ding et al., 2005b). Cette boucle de rétrocontrôle positif pourrait 

également être impliquée dans les effets délétères observés chez les patients insuffisants 

cardiaques traités en chronique avec des inhibiteurs de la PDE3. 

 

 

 

Figure 7 : Schéma de la boucle de rétrocontrôle positif PDE3A-ICER 

D’après (Ding et al., 2005b). 
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III.5.4. Les phosphodiestérases de type 4 

Les PDE4 sont codées par 4 gènes différents : pde4a, pde4b, pde4c et pde4d et conduisant à 

plus de 20 variants générées par l’utilisation de différents promoteurs et sites d’initiation de la 

traduction et par épissage alternatif (Figure 8) (Richter et al., 2011). Cependant, au niveau 

cardiaque, seuls les gènes pde4a, pde4b et pde4d sont exprimés (Kostic et al., 1997; Abi-Gerges 

et al., 2009). En valeur absolue, l’activité enzymatique de la PDE4 au niveau cardiaque est 

comparable entre l’Homme et le rongeur. Cependant, du à une très forte activité des autres 

familles de PDEs (PDE1, PDE2 et PDE3) chez l’Homme, la proportion représentée par 

l’activité hydrolytique de PDE4 est beaucoup plus faible chez l’Homme (environ 10%) en 

comparaison à celle de la souris (environ 30%) et du rat (environ 50%) (Richter et al., 2011). 

La contribution des trois isoformes de PDE4 exprimées dans le cœur semble également 

différente en fonction de l’espèce. En effet, alors que chez l’Homme la PDE4D possède une 

activité hydrolytique bien plus importante que les deux autres isoformes dans les ventricules et 

les oreillettes (Richter et al., 2011; Molina et al., 2012), les trois isoformes semblent contribuer 

à part égale à l’activité PDE4 dans le ventricule de souris (Leroy et al., 2011).  

Dans le cardiomyocyte de rat et au niveau protéique, 4 variants d’épissage de la PDE4D 

semblent être exprimés (PDE4D3, PDE4D5, PDE4D8 et PDE4D9), avec les PDE4D8 et 

PDE4D9 qui semblent être majoritaires en terme d’expression et d’activité enzymatique 

(Richter et al., 2005). 
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Figure 8 : Les trois groupes d’isoformes de PDE4 

Les isoformes de PDE4 sont divisées en 3 groupes en fonction de la taille de leur région N-
terminale. Les formes longues avec les domaines UCR1 et UCR2 (Upstream Conserved 

Region), les formes courtes avec uniquement le domaine UCR2 et les formes super-courtes ne 
présentant que la moitié du domaine UCR2. Les variants correspondants sont reportés à droite 
de la figure. D’après (Houslay et al., 2007). 
 

Sur le plan structural, les PDE4 se distinguent des autres familles de PDE par la présence d’un 

ou deux domaines UCR (Upstream Conserved Region) au niveau de la région régulatrice N-

terminale. Les isoformes de PDE4 sont classées en 3 groupes en fonction de la taille de la partie 

régulatrice N-terminale : les formes longues constituées de 2 domaines UCR (UCR1 et UCR2) ; 

les formes courtes qui contiennent uniquement le domaine UCR2 et les formes super-courtes 

qui ne comportent que la moitié du domaine UCR2 (Figure 8) (Houslay et al., 2007). Ces 

domaines sont impliqués dans la régulation de l’activité catalytique de l’enzyme via 

l’interaction directe avec le domaine catalytique et dans leur localisation puisque ils constituent 

le siège d’interaction avec les protéines d’ancrage de la PKA (AKAPs) (Houslay et al., 2007). 

A court terme, l’activité enzymatique de la PDE4 est régulée par des mécanismes de 

phosphorylation. A l’état basal, i.e. en absence de phosphorylation, le domaine UCR2 interagit 

avec UCR1 et le domaine catalytique ce qui a pour effet une auto-inhibition de l’enzyme. Cette 

auto-inhibition est levée via la phosphorylation PKA-dépendante de la sérine 54 du domaine 
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UCR1 de la PDE4D3 (formes longues) qui induit un changement de conformation de l’enzyme 

et un détachement du domaine catalytique de l’UCR2 (Sette & Conti, 1996; Lim et al., 1999; 

Rochais et al., 2004; Mika & Conti, 2016). Il existe également un autre site de phosphorylation 

par la PKA sur une sérine 13 à la région N-terminale de la PDE4D3, ce qui a pour effet une 

augmentation de l’affinité de la PDE4D3 avec la protéine d’ancrage (mAKAP) (Carlisle Michel 

et al., 2004). Cette boucle de rétrocontrôle négatif PKA-PDE4D3 est importante dans le 

maintien des taux d’AMPc à des niveaux bas au niveau de microdomaines organisés par les 

protéines d’ancrage comme la mAKAP (Dodge et al., 2001). De plus, il a été montré que la 

PDE4D peut être activée via la phosphorylation CaMKII-dépendante ce qui constitue une 

seconde boucle de rétrocontrôle négatif qui agit en synergie avec la première (Mika et al., 2015; 

Mika & Conti, 2016). Contrairement à la PKA, le site de phosphorylation par la CaMKII sur 

PDE4D n’est pas encore identifié (Mika & Conti, 2016). Les isoformes de PDE4 peuvent 

également être régulées par leur phosphorylation par ERK2 (extracellular-signal regulated 

kinase). En effet, il a été montré que l’activation d’ERK2 dans des cellules Cos1 (lignées 

cellulaires dérivées de cellules de rein de singe africain) induit la phosphorylation de la 

PDE4D3 sur la sérine 579 localisée au niveau de la partie C-terminale après le domaine 

catalytique, ce qui conduit à l’inhibition de l’activité de la PDE4D3 et une augmentation des 

niveaux d’AMPc (Hoffmann et al., 1999). En revanche, la phosphorylation de la PDE4D1 

(forme courte) par ERK2 induit son activation (MacKenzie et al., 2000). Ainsi, il a été proposé 

que les domaines UCR1 et UCR2 forment un module régulateur qui amplifie l’effet inhibiteur 

de ERK2 (MacKenzie et al., 2000). 

Un troisième exemple de boucle de rétrocontrôle se situe au niveau du complexe 

macromoléculaire organisé par mAKAP, et fait intervenir ERK5, qui en phosphorylant la 

PDE4D3 au niveau du complexe mAKAP, inhibe son activité et induit une augmentation des 

taux d’AMPc permettant d’activer le facteur d’échange EPAC au niveau du complexe. EPAC 

va alors activer Rap1 qui réprime l’activation d’ERK5 (Dodge-Kafka et al., 2005). 

A plus long terme, la régulation de la transcription des isoformes de PDE4 peut être modulée 

par la voie AMPc/CREB. En effet, dans une étude réalisée sur des neurones corticaux il a été 

montré que le taux d’AMPc et l’activation de CREB régulent l’activité du promoteur de la 

PDE4B2 (D’Sa et al., 2002). De plus, dans une étude réalisée sur les cardiomyocytes de rat 

nouveau-nés, il a été montré qu’une augmentation des taux d’AMPc induit une diminution de 

l’activité transcriptionelle du promoteur de la PDE4A10, de manière PKA et ICER dépendante 
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(McCahill et al., 2008). Il serait très intéressant d’éxaminer si les isoformes majoritaires de la 

PDE4 exprimées dans le cœur sont régulées par la voie AMPc/PKA/CREB. 

Bien qu’en absence de stimulation de la voie AMPc, l’inhibition de la PDE4 n’augmente pas le 

courant calcique de type L (ICa,L), les transitoires calciques et le raccourcissement cellulaire 

mesurés dans des cardiomyocytes ventriculaires de rat adulte ou la contraction du muscle 

papillaire isolé du rat, en revanche son inhibition lors d’une stimulation β-AR ou lors de 

l’inhibition concomitante de la PDE3 induit une augmentation du courant ICa,L, des transitoires 

calciques et de la contraction cardiaque (Shahid & Nicholson, 1990; Verde et al., 1999; Mika 

et al., 2013). Ces effets sont expliqués par le rôle majeur de la PDE4 dans la modulation 

négative des taux d’AMPc chez les rongeurs, comme montré dans de nombreux travaux de 

l’équipe (Bedioune et al., 2016). 

Dans des expériences réalisées sur des souris invalidées pour les gènes pde4a, pde4b et pde4d, 

il a été montré que la PDE4B est l’isoforme majoritaire régulant le courant calcique de type L, 

bien que les deux autres isoformes sont retrouvées dans le complexe des canaux calciques 

(Leroy et al., 2011). De plus il a été montré que la PDE4D s’associe avec le RyR2 et la 

SERCA2a contrôlant ainsi les mouvements calciques au niveau du RS et ce en régulant la 

phosphorylation PKA-dépendante de RyR2 ainsi que du PLB (Lehnart et al., 2005; Beca et al., 

2011). Par conséquent, l’absence de l’un de ces deux gènes se traduit par une susceptibilité 

accrue aux arythmies ventriculaires sous stress catécholaminergique (Lehnart et al., 2005; 

Leroy et al., 2011). 

Plusieurs variants d’épissage de la PDE4D peuvent s’associer aux récepteurs β-ARs et moduler 

leurs niveaux de phosphorylation ainsi que la phosphorylation PKA-dépendante d’autres 

protéines associées à ces récepteurs comme les LTCCs. Contrairement aux récepteurs β1-ARs 

qui sont couplés avec la PDE4D8 (Richter et al., 2008), les β2-ARs sont plutôt couplés avec la 

PDE4D9 et à moindre affinité la PDE4D8. Cependant, lors d’une stimulation des récepteurs β2-

ARs, la PDE4D9 se dissocie de ces récepteurs, alors que la PDE4D5 et la PDE4D8 sont 

recrutées via la β-arrestine (Arcangelis et al., 2009). 

III.5.5. Les phosphodiestérases de type 8 

La PDE8 existe sous deux isoformes PDE8A et PDE8B et dégrade spécifiquement l’AMPc 

(Soderling et al., 1998). Comme la PDE4, la PDE8 peut également être phosphorylée par la 
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PKA conduisant à une augmentation de son activité hydrolytique de l’AMPc (Brown et al., 

2012). L’étude de son rôle dans le cœur a été limitée sur l’isoforme PDE8A. Bien que le 

phénotype cardiaque in vivo des souris invalidées pour le gène PDE8A n’ait pas été reporté, ces 

souris présentent des modifications dans l’homéostasie calcique des cardiomyocytes, avec une 

augmentation des transitoires calciques, une potentiation du courant ICa,L sous stimulation β-

AR, ainsi qu’une augmentation de la fréquence basale de survenue d’étincelles de Ca2+ (sparks) 

qui peut être liée à une augmentation du repompage de Ca2+ à l’intérieur du RS par la SERCA2a 

pour compenser la fuite de Ca2+ du RyR et maintenir une charge normale du RS (Patrucco et 

al., 2010). De plus, l’activité PKA globale chez ces souris n’est pas modifiée suggérant que la 

PDE8A régule un pool d’AMPc dans un microdomaine particulier (Patrucco et al., 2010). 

Le polymorphisme nucléotidique de la PDE8B (rs4704397) est associé avec des niveaux élevés 

de thyréostimuline (TSH) ainsi qu’un risque élevé d'infarctus du myocarde (Jorde et al., 2014). 

III.5.6. Efflux des nucléotides cycliques par les transporteurs membranaires 

En plus des PDEs et des AC, la concentration intracellulaire de l’AMPc est régulée via son 

efflux à l’extérieur de la cellule à travers un système de transport membranaire spécifique 

appelé « multidrug resistance proteins » ou MRP (Cheepala et al., 2013). Ces transporteurs 

font partie de la famille des « ATP-binding cassette » ou ABC. Parmi ces transporteurs, trois 

MRP (MRP4, MRP5, MRP8) ont la capacité d’extruder l’AMPc et le GMPc de la cellule 

(Cheepala et al., 2013). En utilisant des souris invalidées pour la MRP4, il a été montré qu’au 

niveau des cardiomyocytes, la MRP4 est impliquée dans l’efflux de l’AMPc à l’extérieur des 

cellules et que son absence provoque une augmentation des niveaux intracellulaires d’AMPc, 

accompagnée d’une augmentation de la contractilité et d’une hypertrophie chez les souris âgées 

(Sassi et al., 2012). De plus, l’absence de MRP4 était associée à une augmentation dans 

l’expression et l’activité de certaines PDEs comme la PDE3A et la PDE4A, ce qui pourrait être 

un mécanisme pour compenser la perte de la capacité d’extrusion de l’AMPc par la MRP4 

(Sassi et al., 2012). Dans une autre étude réalisée par Sellers et collaborateurs sur des 

cardiomyocytes ventriculaires de souris, en utilisant des senseurs FRET, il a été montré que la 

MRP4 est impliquée dans la régulation β-AR de la contraction, puisque l’inhibition de la MRP4 

potentialise l’augmentation d’AMPc et la contraction induite par des concentrations sous-

maximales d’isoprénaline (Sellers et al., 2012). Plus récemment, Sassi et collaborateurs ont 

montré que l’extrusion de l’AMPc représente un mécanisme intrinsèque de cardioprotection en 

réponse au stress cardiaque. En effet, l’AMPc extrudé des cardiomyocytes peut agir à travers 
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son métabolite l’adénosine sur les récepteurs A1 de l’adénosine, présents sur les 

cardiomyocytes, réduisant ainsi la formation d’AMPc et l’hypertrophie des cardiomyocytes, et 

sur les récepteurs A2 de l’adénosine, présents à la surface des fibroblastes du cœur pour délivrer 

un signal anti-fibrotique (Sassi et al., 2014). 

IV. Effecteurs de l’AMPc 

L’AMPc est un second messager ubiquitaire qui régule une variété de réponses biologiques 

dans presque tous les tissus chez les mammifères. Une augmentation des niveaux d’AMPc peut 

activer différents effecteurs, ce qui conduit à des réponses cellulaires différentes. La PKA est 

le premier effecteur de l’AMPc qui à été caractérisé et très largement étudié (Walsh et al., 

1968). L’AMPc est maintenant connu pour avoir plusieurs autres effecteurs comme le facteur 

d’échange EPAC (Exchange protein directly activated by cAMP), les canaux CNG (Cyclic 

nucleotide-gated channels), les canaux HCN (Hyperpolarization activated cyclic nucleotide 

gated channels) ainsi qu’une 4ème classe d’effecteurs d’AMPc récemment découverts appelés 

Popdc (Popeye domain containing proteins). 

IV.1. Les protéines contenant le domaine Popeye (POPDC) 

Chez les vertèbrés, il existe 3 gènes codant pour 3 isoformes de POPDC (Popdc1, Popdc2 et 

Popdc3) et qui s’expriment de manière abondante dans le cœur et le muscle squelettique et de 

manière plus spécifique dans le tissue nodal et le système de conduction cardiaque (Froese et 

al., 2012). Ces gènes codent pour de petites protéines contenant une partie N-terminale 

extracellulaire, 3 domaines transmembranaires et un domaine Popeye conservé dans la partie 

cytoplasmique de la cellule (Figure 9) qui lie l’AMPc avec une haute affinité (Froese et al., 

2012). Les souris déficientes pour les protéines POPDC1 ou 2 présentent des arythmies 

sinusales lors d’un stress, accompagnées de bradycardies qui augmentent avec l’âge (Froese et 

al., 2012). Cependant, la compréhension de la fonction moléculaire des POPDC est très limitée 

et ceci est du à un manque d’informations concernant l’intéractome de cette protéine. Toutefois, 

il a été montré que POPDC1 peut interagir avec les canaux potassiques TREK-1, la 

coexpression de ces deux protéines dans des ovocytes de Xénope ayant pour conséquence une 

augmentation du courant transitant à travers ces canaux via une augmentation de la localisation 

membranaire de TREK-1 (Froese et al., 2012). POPDC1 peut également interagir avec la 

cavéoline-3 (Alcalay et al., 2013). Ainsi, l’absence de POPDC1 induit une altération de la taille 
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et du nombre des cavéoles présentes dans les cardiomocytes, ce qui pourrait expliquer la 

vulnérabilité des cœurs suite à une ischémie-reperfusion ainsi que les arythmies cardiaques 

observées chez des souris déficientes pour la protéine POPDC1 et 2 (Alcalay et al., 2013). 

 

Figure 9 : Structure des protéines contenant le domaine Popeye 

D’après (Schindler et al., 2012). 
 

IV.2. Le facteur d’échange des petites protéines G (EPAC) 

Jusqu’a récemment, les effets intracellulaires de l’AMPc étaient plutôt attribués à l’activation 

de la protéine kinase AMPc dépendante (PKA). En 1998 une nouvelle famille d’effecteurs de 

l’AMPc nommés EPAC (Exchange protein directly activated by cAMP) ou cAMP-GEF 

(cAMP-Guanine nucleotide Exchange Factor) fut découverte (de Rooij et al., 1998; Kawasaki 

et al., 1998). 

Il existe deux familles EPAC1 et EPAC2 qui agissent comme des facteurs d’échange de GDP 

en GTP pour les petites protéines G Rap1 et Rap2, induisant ainsi leur activation (de Rooij et 

al., 1998; Kawasaki et al., 1998). Les protéines EPAC sont codées par deux gènes; Rapgef3 

codant pour une seule isoforme (EPAC1) et Rapgef4 codant pour une isoforme longue 

(EPAC2A) et deux isoformes tronquées (EPAC2B et EPAC2C) (Lezoualc’h et al., 2016). 

Les protéines EPAC1 et EPAC2 partagent la même organisation structurelle, avec une région 

N-terminale régulatrice et une région C-terminale catalytique. La région N-terminale est 

constituée d’un domaine DEP (Disheveled/Egl-10/pleckstrin domain) ainsi qu’un domaine de 
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liaison à l’AMPc (CNBD-B) dont la séquence est très proche de celle de la sous-unité R de la 

PKA. L’isoforme EPAC2A possède un deuxième domaine de liaison à l’AMPc de basse affinité 

(CNBD-A) qui est incapable d’induire une activité d’échange de GDP en GTP après liaison de 

l’AMPc (de Rooij et al., 2000). Indépendamment de sa capacité de liaison à l’AMPc, CNBD-

A est impliqué dans l’adressage d’EPAC2 à la membrane plasmique des cellules pancréatiques 

(Niimura et al., 2009). En plus du contrôle de l’activité d’EPAC1, l’AMPc a aussi la capacité 

d’induire la translocation d’EPAC1 du cytoplasme vers la membrane plasmique (Ponsioen et 

al., 2009). Cette translocation nécessite l’intégrité du domaine DEP qui est impliqué dans 

l’adressage membranaire d’EPAC1 grâce à la présence d’un motif de liaison des acides 

phosphatidiques (Consonni et al., 2012). La région C-terminale consiste en un domaine REM 

(Ras-exchange motif) qui stabilise le domaine échangeur de GDP en GTP, un domaine RA (Ras 

association domain) responsable de l’adressage d’EPAC2 à la membrane plasmique grâce à 

l’interaction avec les protéines Ras et un domaine CDC25-HD (CDC25 homology domain) 

responsable de l’activité d’échange du GDP en GTP sur les petites protéines G (Figure 10) 

(Lezoualc’h et al., 2016). 

En l’absence d’AMPc, l’activité d’échange du GDP en GTP est auto-inhibée grâce à 

l’interaction entre le domaine de liaison de l’AMPc et le domaine catalytique de la protéine 

EPAC. Ainsi, la liaison d’AMPc sur EPAC induit un changement de conformation de la 

protéine et démasque le domaine catalytique qui peut alors activer les protéines Rap en 

catalysant l’échange GDP/GTP (Figure 10) (Lezoualc’h et al., 2016). En se basant sur ce 

changement de conformation, plusieurs senseurs FRET ont été développés pour la mesure des 

changements dynamiques des niveaux d’AMPc dans plusieurs types cellulaires (DiPilato et al., 

2004; Klarenbeek et al., 2015). 
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Figure 10 : Représentation de la structure et de l’activation des protéines EPAC 

a : Organisation structurale des protéines EPAC1 et EPAC2A. 
b : Représentation schématique du mécanisme d’activation des protéines EPAC. 
Adapté de (Lezoualc’h et al., 2016). 
 

Plusieurs études se sont intéressées au rôle des protéines EPAC dans le CEC, le couplage 

excitation-transcription ainsi que l’homéostasie calcique cellulaire. Il a été montré que 

l’activation des protéines EPAC augmente la fuite de calcium du RS ainsi qu’une diminution 

des transitoires calciques due à une diminution des réserves en Ca2+ à l’intérieur du RS et ce de 

manière dépendante de la CaMKII qui phosphoryle les RyR2 pour augmenter leur activité 

(Pereira et al., 2007). De plus, il à été montré que l’activation d’EPAC augmente le 

raccourcissement cellulaire ainsi que la sensibilité des myofilaments au Ca2+ avec une 

augmentation de la phosphorylation CaMKII et PKC-dépendante des protéines sarcomériques 

TnI et la MyBPC (Cazorla et al., 2009). Cependant, les effets chroniques d’EPAC sur le CEC 

sont différents de ceux d’une activation aigüe. En effet, dans les cardiomyocytes isolés de rat, 

l’activation chronique d’EPAC induit des effets inotropes PKA-indépendants avec une 
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augmentation des transitoires calciques et de la charge du RS ainsi que l’augmentation de 

l’entrée de Ca2+ via les LTCCs (Ruiz-Hurtado et al., 2012).   

Des études réalisées au sein du laboratoire par l’équipe de Frank Lezoualc’h ont mis en évidence 

l’implication d’EPAC dans le développement de l’hypertrophie cardiaque. En effet, l’activation 

directe d’EPAC ou la surexpression d’EPAC1 induit une augmentation des marqueurs 

hypertrophiques dans les cardiomyocytes néonataux et adultes (Morel et al., 2005; Métrich et 

al., 2008). Cet effet pro-hypertrophique est complexe et implique plusieurs effecteurs comme 

la calcineurine qui déphosphoryle le facteur de transcription NFAT (nuclear factor of activated 

T-cells) et induit sa translocation du cytoplasme vers le noyau et la CaMKII qui en 

phosphorylant les HDAC4 et 5, induit leur export du noyaux et la levée de l’inhibition exercée 

sur le facteur de transcription MEF2 (myocyte enhancer factor 2) (Lezoualc’h et al., 2016). 

EPAC1 peut également être localisée à la membrane périnucléaire au sein d’un complexe 

macromoléculaire organisé par la mAKAP. Il a été montré par l’équipe de John Scott que la 

protéine EPAC1 recrutée au complexe par la PDE4D3 peut via l’activation de Rap1 induire 

l’inhibition d’ERK5 (extracellular signal-regulated kinase 5), qui est un acteur de la voie pro-

hypertrophique induite par LIF (leukaemia inhibitory factor) (Dodge-Kafka et al., 2005). Ces 

effets contradictoires d’EPAC peuvent êtres liés à la capacité d’EPAC à activer différentes 

petites protéines G en fonction du compartiment ou elle se localise. En effet, l’hypertrophie 

observée lors de l’activation directe d’EPAC semble être liée à l’activation de Ras et 

indépendante de Rap1 (Métrich et al., 2008). 

Les récepteurs β1- et β2-AR régulent différemment l’activation de la protéine EPAC1. En effet, 

il a été montré que la stimulation des récepteurs β1-AR induit le recrutement d’un complexe β-

arrestine-CaMKII-EPAC, et que la liaison de la β-arrestine au niveau de l’extrémité C-terminale 

du récepteur β1-AR induit un changement de conformation de la β-arrestine qui stabilise le 

complexe β-arrestine-CaMKII-EPAC ce qui permet l’activation d’EPAC et de CaMKII par la 

suite. En revanche les récepteurs β2-ARs, bien que leur stimulation soit capable d’induire la 

translocation de la β-arrestine à leur niveau, sont incapables de maintenir EPAC et CaMKII au 

niveau du complexe (Mangmool et al., 2010). Dans une étude plus récente, il a été montré que 

les récepteurs β1- mais pas β2-ARs sont capables d’induire l’activation de H-Ras via EPAC1. 

Le recrutement d’EPAC1 via la β-arrestine2 qui agit comme une protéine d’échafaudage, est 

important dans la coordination et l’activation de la signalisation hypertrophique induite par H-

Ras. De plus, EPAC1 et la PDE4D5 entrent en compétition pour la liaison avec la β-arrestine2 
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suite à une stimulation β2-AR et la perturbation de l’interaction entre la PDE4D5 et la β-

arrestine2 permet le recrutement d’EPAC1 au niveau des récepteurs β2-ARs et la transformation 

de la signalisation β2-AR en une signalisation pro-hypertrophique via l’activation de H-Ras 

(Berthouze-Duquesnes et al., 2013). 

IV.3. Les canaux HCN  

Les canaux HCN (Hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated channels) sont des 

canaux ioniques voltage-dépendants, activés par une hyperpolarisation et régulés par l’AMPc 

et le GMPc (Herrmann et al., 2015). Dans le cœur, le courant généré par ces canaux, nommé 

courant pacemaker ou courant If, est impliqué dans la dépolarisation diastolique lente et 

contribue à l’automatisme cardiaque dans les cellules du nœud sino-atrial et 

auriculoventriculaire (Biel et al., 2002; Mangoni & Nargeot, 2008). La régulation de ces canaux 

par l’AMPc joue un rôle important dans la régulation de la fréquence cardiaque via le système 

nerveux autonome (Wahl-Schott et al., 2014). Cette modulation peut se faire de manière directe 

via l’interaction de l’AMPc avec l’extrémité C-terminale du canal ou de manière indirecte via 

une phosphorylation directe du canal par la PKA (Bois et al., 1997; Liao et al., 2010). Quatre 

isoformes (HCN1-4) ont été décrites chez les vertébrés. L’isoforme HCN3 est spécifiquement 

exprimé au niveau des neurones alors que les isoformes HCN1, 2 et 4 sont détectées au niveau 

du cerveau et du cœur. L’isoforme HCN2 est surtout exprimée au niveau des myocytes atriaux 

et ventriculaires et HCN4 au niveau des cellules sino-atriales (Wahl-Schott et al., 2014). 

IV.4. Les canaux CNG 

Les canaux CNG (cyclic nucleotide-gated channels) font partie de la superfamille des canaux 

voltage-dépendants et sont directement activés par l’AMPc ou le GMPc sous membranaires. 

Ces canaux sont principalement impliqués dans la transduction de signaux visuels et olfactifs 

chez les vertébrés et ne sont pas exprimés dans le cœur (Podda & Grassi, 2014). En revanche, 

ces canaux constituent d’excellents biosenseurs membranaires pour l’AMPc et le GMPc (Rich 

et al., 2001) qui ont été largement utilisés dans notre équipe pour étudier les mécanismes de 

compartimentation de ces deux second messagers (Rochais et al., 2004, 2006, Castro et al., 

2006, 2010; Leroy et al., 2008). 



 

36 
 

V. La protéine kinase AMPc dépendante (PKA) 

La protéine kinase AMPc dépendante (PKA) fut parmi les premières kinases à être découvertes 

(Walsh et al., 1968) et dont la structure cristalline fut déterminée (Knighton et al., 1991b). 

Contrairement aux autres kinases, la PKA est l’une des rares kinases qui se présente sous forme 

d’une holoenzyme (Turnham & Scott, 2016). Elle est composée de quatre sous-unités distinctes; 

deux sous-unités régulatrices (R) et deux sous-unités catalytiques (C). En absence d’AMPc, les 

sous-unités R séquestrent les sous-unités C sous forme d’une holoenzyme hétérotétramérique, 

R2C2. La liaison de l’AMPc sur les sous-unités R induit un changement de conformation 

provoquant la dissociation de l’holoenzyme et la libération des sous-unités C. Les sous-unités 

C libres deviennent actives et vont induire un large éventail d’effets via la phosphorylation 

d’une myriade de protéines transmembranaires, cytoplasmiques et nucléaires. 

V.1. Les sous-unités régulatrices 

Des études biochimiques ont démontré l’existence de deux formes de sous-unités R nommées 

RI et RII sur la base de leur élution sur des colonnes de résines échangeuses d’ions (Corbin et 

al., 1977). Chacune de ces deux sous-unités est codée par deux gènes différents. On dénombre 

ainsi deux isoformes pour chaque type RIα, RIβ et RIIα, RIIβ. Ces quatre sous-unités sont 

fonctionnellement non redondantes (Taylor et al., 2012). Le type de PKA holoenzyme est défini 

par la nature de la sous-unité régulatrice qui la constitue. Ainsi la PKA de type I est formée des 

sous-unités RI et la PKA de type II est formée des sous-unités RII (Taskén & Aandahl, 2004). 

Alors que la PKA de type I est classiquement connue pour être biochimiquement soluble et 

donc considérée comme cytoplasmique, la PKA de type II est particulaire et confinée dans les 

structures et compartiments cellulaires grâce aux protéines d’ancrage (Corbin et al., 1977).  

La PKA de type II est généralement activée avec une constate d’activation (Kact) de 200-400 

nM d’AMPc alors que la PKA de type I présente une meilleure affinité et s’active avec 50-100 

nM d’AMPc (Dostmann & Taylor, 1991). 

Les sous-unités R comprennent au niveau de leur partie C-terminale deux domaines de liaison 

aux nucléotides cycliques (CNBDA et CNBDB) (Figure 11) (Taylor et al., 2012). Ces 

domaines de liaison à l’AMPc sont reliés au domaine de dimérisation via un domaine de liaison 

flexible qui comprend une séquence inhibitrice, qui en absence d’AMPc se lie avec le site actif 

de la sous-unité C, bloquant ainsi son activation (Taylor et al., 2012). L’AMPc se lie sur chaque 
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sous-unité R de façon coopérative sur les deux sites. Dans l’enzyme inactive, seul le site B est 

accessible pour la liaison de l’AMPc. Une fois le site B occupé, ceci améliore la liaison de 

l’AMPc sur le site A grâce à un changement stérique intramoléculaire. La liaison de quatre 

molécules d’AMPc, deux sur chaque sous-unité R, provoque un changement de conformation 

et conduit à la dissociation de l’holoenzyme en un dimère de sous-unités R liant l’AMPc et 

deux sous unités C libres et actives (Taskén & Aandahl, 2004). 

Les sous-unités R se dimérisent de manière antiparallèle grâce à la présence au niveau de leur 

partie N-terminale d’un domaine de dimérisation (Dimerisation/Docking Domain (D/D)), qui 

est nécessaire à la fois à la dimérisation comme à la liaison aux AKAPs (Figure 11) (Taylor et 

al., 2012). 

L’analyse détaillée de la structure du complexe RII-AKAP a révélé que le domaine de 

dimérisation (D/D) qui représente les 45 premiers résidus de la protéine permet l’organisation  

d’un dimère de sous-unités R antiparallèles et la formation d’une structure à quatre hélices 

(Structure en X) qui présente une interface hydrophobe qui va interagir avec les AKAPs 

(Newlon et al., 2001). Les sous-unités RI se dimérisent de manière similaire, bien que leur 

domaine de dimérisation soit plus large avec 16 résidus de plus (Figure 11) (Banky et al., 

1998). 
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Figure 11 : Structure des sous-unités régulatrices de la PKA 

A : Représentation schématique de la structure des sous-unités RIα, RIIα et RIIβ. Adapté de 
(Taylor et al., 2008). 
B : Structure cristallographique d’un dimèrede sous-unités régulatrices RIα. Adapté de 
(Taylor et al., 2005). 
 

Une différence majeure entre les sous-unités RI et RII est la séquence inhibitrice (IS) des 

isoformes de RII qui contiennent une séquence consensus de phosphorylation par les sous-

unités C, contrairement aux sous-unités RI qui n’ont pas de résidu sérine au niveau de leur 

séquence inhibitrice (Taylor et al., 2012). 

Une étude a montré que la dissociation complète de la PKA de type I en présence d’AMPc 

nécessite la présence d’un substrat phosphorylable. Cette propriété de sensibilisation par le 
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substrat est unique à la PKA de type I (Viste et al., 2005). De plus, cette étude a montré que les 

sous-unités RII et C se réassocient plus rapidement que les sous-unités de type I en présence 

d’un peptide substrat (Viste et al., 2005). Ceci pourrait expliquer la raison pour laquelle la PKA 

de type II est préférentiellement présente sous forme de complexe avec ces substrats qui 

nécessitent des cycles de phosphorylation rapides. 

Une autre différence entre les sous-unités RI et RII, c’est la présence au niveau de la partie N-

terminale des sous-unités RI d’une paire de résidus cystéines qui lors d’un stress oxydant 

peuvent former deux ponts disulfure entre les sous-unités RI. Ceci se traduit par la translocation 

de la PKA holoenzyme de type I des fractions cytoplasmiques vers les fractions membranaires. 

Cette translocation est due à une augmentation de l’affinité des sous-unités R pour les AKAPs, 

ce qui conduit à la localisation de la PKA de type I près de ses substrats et une dissociation des 

sous-unités C indépendamment de l’AMPc (Brennan et al., 2006). Cependant, la relevance in 

vivo de ce mécanisme dans la fonction cardiaque n’est pas encore établie. L’utilisation d’un 

modèle de souris « redox-dead » incapables d’avoir cette activation de la PKA induite par la 

formation de ponts disulfures entre les sous-unités RI de la PKA via la mutation du résidu 

cystéine 17 en une sérine au niveau de la sous-unité RIα de la PKA, a permis de montrer que 

ce processus est important dans l’angiogenèse (Burgoyne et al., 2015). 

Plusieurs modèles d’invalidation des sous-unités R ont été développés. Des souris homozygotes 

invalidées pour le gène Prkar1a meurent au stade embryonnaire en raison d’un défaut dans le 

développement du mésoderme (Amieux et al., 2002). L’invalidation de ce gène spécifiquement 

au niveau du cœur est également responsable de la mort embryonnaire des souris en raison d’un 

défaut de développement des parois ventriculaires du cœur (Yin et al., 2008). De plus, la 

caractérisation biochimique des embryons a révélé une augmentation de l’activité basale de la 

PKA ainsi qu’une diminution dans l’expression de certains facteurs de transcription comme Srf, 

Nkx2-5, Gata4 (Yin et al., 2008). Contrairement à l’invalidation des sous-unités RIα, les souris 

invalidées pour le gène Prkar2a ont une survie normale et ne présentent pas de phénotype 

particulier. De façon surprenante, l’activité PKA dans ces souris est réduite en raison d’une 

diminution dans l’expression des sous-unités Cα et une surexpression des sous-unités RIα 

(Burton et al., 1997). Cependant, la fonction cardiaque de ces souris n’a pas été évaluée. 

Plusieurs mutations des sous-unités R ont également été décrites. Le complexe de Carney est 

une maladie génétique caractérisée par l'association d'anomalies pigmentaires de la peau, de 

myxomes, de tumeurs ou de dysfonctionnements des tumeurs endocrines et des schwannomes 
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(Berthon et al., 2015). Des mutations induisant l’inactivation du gène codant pour la sous-unité 

régulatrice de la RIα (Prkar1a) ont été identifiées dans plus de 60% des patients atteints de cette 

maladie (Espiard & Bertherat, 2015). Bien que les mutations différent chez les familles, elles 

résultent généralement en la dégradation de l’ARN messager muté. La diminution de 

l’expression de RIα conduit à l’augmentation des sous-unités C libres et donc en l’augmentation 

de l’activité PKA dans les tissus (Turnham & Scott, 2016). Des mutations au niveau du gène 

Prkar1a, rendant les sous-unités RIα moins sensibles à l’AMPc et stabilisant ainsi leur 

interaction avec les sous-unités C ont également été identifiées chez des patients souffrant d’une 

maladie génétique rare appelée acrodysostose, qui se caractérise par un raccourcissement des 

articulations interphalangiennes des mains et des pieds, une déficience intellectuelle chez 

environ 90% des enfants affectés, un retard de la croissance, une petite taille et un faciès 

particulier (Linglart et al., 2011; Rhayem et al., 2015). 

V.2. Les sous-unités catalytiques 

Chez les humains, il existe 3 isoformes de sous-unités catalytiques (Cα, Cβ et Cγ) codées par 

trois gènes nommés respectivement Prcarca, Prkarcb et Prkarcg. Sur le plan fonctionnel, il 

n’existe pas de différence évidente entre ces différentes sous-unités catalytiques, bien que 

l’expression de ces isoformes diffère en fonction des tissus. En revanche, chez la souris, 

seulement deux isoformes sont exprimées; Cα et Cβ (codées par Prkaca et Prkacb). Plusieurs 

variants d’épissage de ces deux gènes sont retrouvés chez la souris comme chez l’Homme. Il 

existe deux variants d’épissage pour la Cα (Cα1 et Cα2) et trois pour la Cβ (Cβ1, Cβ2 et Cβ3) 

(Kirschner et al., 2009). Alors que les isoformes Cβ représentent les isoformes majoritaires 

exprimées dans le cerveau, l’isoforme Cα1 qui est une protéine de 351 acides aminés (40 kDa), 

est considérée comme la source prédominante d’activité PKA catalytique dans les autres tissus 

y compris le cœur (Uhler et al., 1986). 

La sous-unité C a une structure bilobée grâce à la présence de deux sous-domaines; un court 

(résidus 40-119) et un large (résidus 128-300) qui sont liés entre eux par un domaine de liaison 

(Knighton et al., 1991b). Ces deux lobes sont séparés par une fonte profonde contenant le site 

catalytique et dans laquelle viennent se loger le Mg-ATP et une partie du substrat (Figure 12). 

La PKA étant une sérine/thréonine kinase, les sites consensus reconnus par la sous-unité C au 

niveau des protéines substrats sont : Arg-Arg-X-(Ser/Thr)-résidu hydrophobe, (Arg/Lys)-X-X-
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(Ser/Thr)-résidu hydrophobe et (Arg/Lys)-X-(Ser/Thr)-résidu hydrophobe, avec X pouvant être 

n’importe quel acide aminé (Galello et al., 2010). 

 
 

Figure 12 : Structure des sous-unités catalytiques de la PKA 

A : Représentation schématique de la structure de la sous-unité catalytique C. 
B : Structure cristallographique de la sous-unité catalytique C. Adapté de (Taylor et al., 
2012). 

Plusieurs mutations somatiques ont été identifiées sur le gène Prkarca. Ces mutations 

conduisent au syndrome de Cushing qui est caractérisé par une surproduction de 

glucocorticoïdes. Parmi celles-ci, la mutation Leu206Arg provoque une interférence avec la 

liaison entre les sous-unités R et C et conduit à une activité basale élevée de la PKA (Di Dalmazi 

et al., 2014). 

La délétion du gène exprimant la Cα (Prkarca) chez les souris provoque des retards de 

croissance ainsi qu’une survie réduite (Skålhegg et al., 2002), alors que les souris 

haploinsuffisantes pour ce gène développent un défaut de fermeture du tube neural (Huang et 

al., 2002). Les souris déficientes pour les gènes codant pour les sous-unités Cβ (Prkarcb) 
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développent un phénotype normal (Qi et al., 1996). En revanche, les souris déficientes pour les 

deux gènes codant pour les sous-unités Cα et Cβ (Prkarca et Prkarcb) meurent au stade 

embryonnaire (Skålhegg et al., 2002). Ces résultats montrent la redondance des différentes 

isoformes de sous-unités C ainsi que le rôle complexe de ces sous-unités dans les différents 

tissus. 

L’étude de la structure de la PKA holoenzyme en complexe avec une AKAP (AKAP18γ) a 

permis à l’équipe de John Scott de proposer un nouveau modèle d’activation de la PKA. En 

effet, il a été montré qu'il existe des régions intrinsèquement désordonnées au niveau des sous-

unités R de la PKA qui confèrent une grande souplesse et permettent la rotation de la sous-unité 

C lorsqu'elle fait partie de l'holoenzyme. Cette plasticité permet à la sous-unité C d’avoir un 

rayon d’action de 16 nm environ (Smith et al., 2013). De plus, le même groupe a montré très 

récemment que l’AKAP79 limite les mouvements des sous-unités catalytiques au sein du 

complexe AKAP79-RII-C, et ce dans un rayon de 25 nm (Smith et al., 2017). En présence de 

concentrations physiologiques d’AMPc (1 à 2 µM), les sous-unités catalytiques restent 

associées au niveau du complexe tétramérique AKAP79-2RII-2C et la dissociation des sous-

unités catalytiques du complexe nécessite des concentrations d’AMPc supraphysiologiques (10 

à 90 µM) (Smith et al., 2017). Cependant, des concentrations supraphysiologiques d’AMPc qui 

impliquent la dissociation des sous-unités catalytiques sont nécessaires pour l’activation de la 

signalisation PKA nucléaire (Smith et al., 2017). 

V.3. Régulation de la PKA 

En plus des sous-unités R qui fixent et inhibent les sous-unités C, l’activité PKA est également 

régulée par un peptide inhibiteur endogène nommé PKI (Protein kinase inhibitor), découvert 

pour la première fois en 1971 par l’équipe d’Edwin Krebs (Walsh et al., 1971). Il en existe trois 

isoformes (PKIα, PKIβ, PKIγ) codées par trois gènes distincts (Dalton & Dewey, 2006). 

Le domaine inhibiteur de la kinase localisé dans la partie N-terminale du PKI est responsable 

de la liaison à la sous-unité catalytique avec une très forte affinité (Ki=2,3 nM) et agit comme 

un inhibiteur compétitif en bloquant la phosphorylation des autres substrats (Knighton et al., 

1991a). Le PKI influence également la localisation intracellulaire des sous-unités C libres, en 

s’associant avec ces sous-unités au niveau des noyaux et en induisant leur export vers le 

cytoplasme ou elles vont se réassocier avec les sous-unités R pour reformer à nouveau la PKA 

holoenzyme (Fantozzi et al., 1994). Cette propriété est due à la présence d’une séquence 
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d’export nucléaire masquée au niveau des résidus 37-46 (LALKLAGLDI) du PKI et qui est 

révélée lors de la liaison avec la sous-unité C (Wen et al., 1994, 1995). Des études ont montré 

que le PKIγ est important dans la terminaison de l’expression des gènes induits lors de 

l’activation de la voie PKA/CREB, alors qu’une augmentation du PKIα est associée avec une 

diminution de l’expression de gènes régulés par PKA dans les neurones (Chen et al., 2005; 

Repunte-Canonigo et al., 2007). Toutefois, des résultats inattendus ont été observés chez les 

souris invalidées pour le gène codant pour le PKIα où il à été observé que dans le muscle 

squelettique, la phosphorylation de CREB était réduite. Ces résultats furent expliqués par une 

compensation dans l’expression des sous-unités RIα de la PKA qui régulent donc l’activité 

PKA (Gangolli et al., 2000). De plus, les souris surexprimant le PKIα au niveau du cœur, 

seraient protégées contre l’hypertrophie, la fibrose et l’apoptose des cardiomyocytes induite par 

l’infusion chronique d’isoprénaline (Zhang et al., 2013). Dans une étude récente, il a été montré 

dans les cardiomyocytes néonataux que l’activité PKA cytoplasmique était plus sensible que 

celle nucléaire suite à une stimulation β-adrénergique. En se basant sur des modèles 

mathématiques et expérimentaux, cette différence de sensibilité était expliquée par l’inhibition 

et l’export des sous-unités catalytiques du noyau par le PKI (Yang et al., 2014). 

Une nouvelle protéine nucléaire nommée AKIP1 (A Kinase Interacting Protein 1) a été montrée 

comme pouvant interagir avec les sous-unités C et favorisant leur rétention au niveau des 

noyaux (Sastri et al., 2005). AKIP1 agit comme une protéine d’échafaudage, en liant la sous-

unité C de la PKA et p65 de NF-κB et régule ainsi la translocation de p65 au niveau des noyaux 

(King et al., 2011). Cependant, la relevance physiologique de ce processus n’est pas encore 

déterminée. 

Dans des cellules exposées à un stress oxydant, la sous-unité C de la PKA peut être également 

inhibée par glutathionylation du résidu Cys199 localisé à côté du site actif (Humphries et al., 

2002), bien que ceci soit en contradiction avec l’effet du stress oxydant sur l’activation de la 

PKA de type I précédemment décrit (Brennan et al., 2006). 

VI. Adressage de la PKA : les AKAPs 

Le controle spatiotemporel de la signalisation AMPc/PKA est assuré par la compartimentation 

subcellulaire des différents effecteurs intracellulaires de cette voie grâce à une famille de 

protéines d’échafaudage comprenant plus de 50 membres et nommées AKAPs (A-Kinase 

anchoring proteins) (Wong & Scott, 2004; Calejo & Taskén, 2015). 
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En plus de leur rôle dans la coordination de la signalisation AMPc/PKA via l’interaction avec 

les RCPGs, les AC, ainsi que les éléments responsables de la terminaison de son activité comme 

les PDEs et les phosphatases (Coghlan et al., 1995), elle interagissent avec d’autres kinases 

(AKT, PKC, PKD, ERK1/2….), facilitant ainsi l’interaction entre différentes voies de 

signalisation (Skroblin et al., 2010). 

Une des propriétés communes aux AKAPs est la présence d’un domaine de fixation de la PKA 

qui est structurellement conservé et qui est constitué d’une hélice amphypatique α de 14 à 18 

résidus qui lient spécifiquement le domaine de dimérisation et d’adressage de la PKA (D/D) 

(Figure 13) (Kinderman et al., 2006). Un autre niveau de spécificité est atteint, grâce à la 

présence de domaines d’adressage dans les AKAPs, responsables de leur localisation 

subcellulaire (Skroblin et al., 2010). 

 

Figure 13 : Fixation de l’hélice amphipathique de l’AKAP au niveau du domaine de 

dimérisation de la sous-unité R de la PKA 

D’après (Taskén & Aandahl, 2004). 

L’utilisation de peptides disrupteurs de l’interaction entre les AKAPs et les sous-unités R de la 

PKA a permis une meilleure compréhension des effets cellulaires de l’adressage de la PKA de 

type I et II, notamment au niveau du cœur (Ruehr et al., 2004). Un peptide dénommé Ht31 qui 

a été dérivé du domaine de liaison à la PKA de AKAP-Lbc (précédemment dénommée human 

thyroid AKAP Ht31) mime l’hélice amphypathique qui lie l’extrémité N-terminale des sous-
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unités R et agit comme un inhibiteur compétitif de l’ancrage de la PKA aux AKAPs (Carr et 

al., 1992). Il a été montré par la suite que le Ht31 agissait de manière non sélective sur les 

isoformes RI et RII (Herberg et al., 2000). Ainsi, le Ht31 a été utilisé pour démontrer que la 

perturbation de l’ancrage de la PKA aux AKAPs induit une perte de la potentialisation PKA-

dépendante du courant ICa,L dans le muscle squelettique (Johnson et al., 1994). Un autre peptide 

nommée RIAD (RI anchoring disruptor) affiche une affinité 1000 fois meilleure pour la PKA 

de type I que pour la PKA de type II (Carlson et al., 2006), alors que le peptide nommé 

SuperAKAP-IS est 10000 fois plus sélectif pour la PKA de type II (Gold et al., 2006). Plus 

récemment, l’analyse bioinformatique des domaines de liaison à la PKA de type I et II a conduit 

à la conception de peptides, peptidomimétiques et de petites molécules qui lient spécifiquement 

la RI ou la RII (Burns-Hamuro et al., 2003; Dema et al., 2015). 

Bien qu'il ait été classiquement reconnu que la PKA de type II soit de localisation membranaire 

alors que la PKA de type I est plutôt cytoplasmique, ce concept a été remis en question suite à 

des expériences de redistribution de fluorescence après photoblanchiment (FRAP) réalisées par 

l’équipe de Zaccolo. Ces expériences ont montré que la dynamique de recouvrement de 

fluorescence d’un senseur FRET pour l’AMPc adressé au compartiment PKA type I (RI-Epac) 

est plus lente que celle d’un senseur non adressé (EPAC1) suggérant qu’une partie considérable 

de PKA type I est accrochée à des compartiments spécifiques (Benedetto et al., 2008). L’idée 

que la PKA de type I soit cytoplasmique et qu’elle diffuse librement est également 

contradictoire avec les différents rapports montrant la localisation spécifique de la PKA de type 

I au niveau des jonctions neuromusculaires via les AKAPs ainsi qu’au niveau des microtubules 

lors de l’interphase (Imaizumi-Scherrer et al., 1996, 2001). 

La caractérisation des compartiments RI et RII via l’analyse des dynamiques d’AMPc avec des 

senseurs FRET adressés à ces deux compartiments a montré que les deux isoformes de PKA se 

localisent dans des compartiments distincts, dans lesquels les niveaux d’AMPc sont régulés par 

différentes familles de PDEs. En effet, l’activation des récepteurs β-ARs induit une 

augmentation d’AMPc spécifiquement au niveau des compartiments RII, alors que l’activation 

des récepteurs aux prostaglandines augmente les niveaux d’AMPc au niveau des compartiments 

RI. De plus, l’AMPc généré dans le compartiment RII semble être préférentiellement régulé 

par la PDE4 alors que celui généré dans les compartiments RI est plutôt régulé par la PDE2. 

Ainsi, la conséquence fonctionnelle de cette compartimentation est que l’isoprénaline mais pas 

la PGE1 est capable d’induire la phosphorylation du PLB et de la TnI (Benedetto et al., 2008). 
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La plupart des AKAPs lient de manière préférentielle la PKA de type II avec une très forte 

affinité. Il existe cependant quelques exceptions où les AKAPs peuvent lier la PKA de type I. 

Par exemple, la protéine SKIP (Sphingosine kinase interacting protein) lie exclusivement la 

PKA de type I et facilite la phosphorylation de la protéine ChChd3 au niveau des mitochondries 

(Means et al., 2011). Récemment, il à été montré qu’une nouvelle AKAP exprimée de façon 

ubiquitaire nommée smAKAP (small membrane AKAP) adresse les sous-unités RI au niveau 

membranaire (Burgers et al., 2012). Il existe également des cas où les AKAPs peuvent avoir 

une double spécificité pour la RI et la RII comme la D-AKAP1 et D-AKAP2 (Huang et al., 

1997a, 1997b), Ezrin (Ruppelt et al., 2007) et Opa1 (Optic atrophy 1) (Pidoux et al., 2011). 

Plusieurs AKAPs impliquées dans l’adressage de la PKA de type II ont été caractérisées dans 

le cœur (Table 4). Les AKAPs jouent un rôle clé dans la modulation de la phosphorylation de 

plusieurs substrats de la PKA impliqués dans la fonction cardiaque. Ainsi, une altération dans 

l’expression des AKAPs conduirait probablement à des dérégulations de la fonction cardiaque. 

Parmi les AKAPs exprimées dans le cœur, la mAKAP, yotiao, AKAP15/18, AKAP-Lbc, 

synemin, myospryn et la D-AKAP2 sont toutes connues pour avoir des effets fonctionnels dans 

le cœur (Carnegie et al., 2009). Dans le chapitre suivant, je me limiterai à décrire la mAKAP, 

en raison de sa localisation périnucléaire et de son rôle crucial dans la régulation de 

l’hypertrophie cardiaque. 

 

Nom du 

gène 
Autres noms Fonction Localisation Spécificité Partenaires 

AKAP1 D-AKAP1 
s-AKAP84 
AKAP121  
AKAP149 

Hypertrophie Mitochondries 
EN 
RS 

Double PKA, PKCα, Src, PP1, 
PP2A, PP2B, 
PTPD1, PDE7A, 
AMY-1, Lfc, RSK1 

AKAP5 AKAP75  
AKAP79  
AKAP150 

Contraction MP 
Tubules T 

Double PKA, PKC, PP2B, 
LTCCs, KCNQ2, β-
AR, AC5, 
AC6, CAV3, SAP97 

AKAP6 mAKAP 
AKAP100 

Hypertrophie 
Contraction 
Hypoxie 
 

EN PKA de 
type II 

PKA, PDE4D3, AC5, 
RyR2, CaNAβ, PP2A, 
NFATc, ERK5, 
MEK5, EPAC1, Rap1, 
HIF1α, VHL, 
Siah2, PDK1, RSK3, 
NCX1, nesprin-1α, 
myopodin 
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AKAP7 AKAP15  
AKAP18  
(α, β, γ, δ) 

Contraction MP 
RE 
 

PKA de 
type II 

PKA, LTCCs, PLB, 
PP1 

AKAP9 Yotiao  
AKAP350  
AKAP450 
CG-NAP  
Hyperion 

Repolarisation 
cardiaque 

MP 
Golgi 
Centrosome 
 

PKA de 
type II 

PKA, PP1, PP2A, 
PKCε, PKN1, casein 
kinase 1, 
AC, PDE4D3, IP3-R, 
KCNQ1, CLIC 

AKAP10 D-AKAP2  Rythme 
cardiaque 

Mitochondries Double PKA, PDZK1, Rab4, 
Rab11 

AKAP12 Gravin 
AKAP250  
SSeCKS  

Signalisation  
β-AR 

MP PKA de 
type II 

PKA, β-AR, PKC, 
PDE4D, Src, PP2B 

AKAP13 AKAP-Lbc  
Ht31  
BRX  

Hypertrophie 
Développe-
ment du 
cytosquelette 

Cytosquelette PKA de 
type II 

PKA, Gα12/13, RhoA, 
actin, 14-3-3, PKC, 
PKD, 
KSR1, Raf, MEK1/2, 
ERK1/2, PKNα 

PDE4DIP Myomegalin  
MMGL 
CMYA2 
 

Contraction Sarcomère Double PKA, PDE4D 

PIK3CG p110γ  Diminution de 
l’expression 
des β-ARs 

Inconnue PKA de 
type II 

PKA, p101, p84/87, 
Ras, PDE3B, Bcr 

SYNM Synemin  Organisation 
du 
cytosquelette 

MP 
Sarcomère 

PKA de 
type II 

PKA, desmin, zyxin, 
talin, vinculin, 
vimentin, 
dystrobrevin, 
desmuslin, utrophin, 
α-actinin 

TNNT2 Troponin T  Contraction Sarcomère  PKA de 
type II 

PKA, troponin I, 
troponin C, actin 

 
Table 4 : Les AKAPs caractérisées dans le cœur 
PP, protein phosphatase; PDE, phosphodiesterase; LTCCs, L-type Ca2+ channels; β-AR, β-
adrenergic receptor; AC, adenylyl cyclase; CAV3, caveolin-3; RyR2, ryanodinereceptor 2; 
NFAT, nuclear factor of activated T cells; EPAC, exchange protein directly activated by cAMP; 
HIF1α, hypoxia-inducible factor-1; VHL, von Hippel-Lindau;Siah2, Seven in Absentia 
Homolog 2; PKN, protein kinase N; PTPD1, protein tyrosine phosphatase D1; AMY-1, 
associate of Myc-1; RSK, ribosomal S6 kinase; SAP97, synapse-associated protein 97; NCX1, 
sodium-calcium E changer-1; PLB, phospholamban; KSR1, kinase suppressor of Ras1 ; EN, 
enveloppe nucléaire ; RS, réticulum sarcoplasmique ; MP, membrane plasmique ; RE, 
réticulum endoplasmique. D’après (Perino et al., 2012). 
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VII. La mAKAP 

La mAKAP (muscle specific A kinase anchoring protein) (nommée également 

AKAP6/AKAP100) est une protéine d’ancrage de la PKA qui est exprimée dans le cerveau 

ainsi que le muscle squelettique et cardiaque. Deux variants d’épissage sont exprimés, la forme 

longue (255 kDa) exprimée préférentiellement dans le cerveau (mAKAPα) et la forme courte 

(230 kDa) qui est exprimée dans le cœur au niveau de l’enveloppe nucléaire des cardiomyocytes 

(mAKAPβ) (Passariello et al., 2015). 

Le complexe de la mAKAP comprend une multitude de protéines dont la PKA, PDE4D3, 

PP2A, la calcineurine, RyR2, ERK5 ainsi que d’autres substrats de la PKA (Figure 14). Ces 

protéines peuvent ensuite réguler plusieurs facteurs de transcription comme HIF1α (hypoxia-

inducible factor 1α), MEF2 (myocyte enhancer factor-2) et NFATc (nuclear factor of activated 

T-cell) ainsi que certaines histones déacetylases de classe II (HDACs) (Passariello et al., 2015). 

La localisation à la membrane nucléaire est assurée par 3 régions SR (spectrin-like repeat) 

présents sur la mAKAP (résidus 772-1187) (Figure 14), qui interagissent avec les protéines 

nucléaire Nesprin-1α (Kapiloff et al., 1999; Pare et al., 2005b).  

Comme toutes les AKAPs, la mAKAP contient une hélice amphipatique (résidus 2055-2072) 

responsable de la liaison avec les sous-unités RIIα de la PKA (Figure 14) (Kapiloff et al., 

1999). 

La mAKAP organise avec la PKA et la PDE4D3 une boucle d’autorégulation négative via la 

phosphorylation de la PDE4D3 par la PKA au niveau des résidus sérine 13 et 54, ce qui 

augmente l’affinité de la PDE4D3 pour la mAKAP (liaison au niveau des résidus 1286-1831 

de la mAKAP) ainsi que son activité d’hydrolyse, ce qui a pour conséquence une fin rapide des 

différents signaux AMPc-dépendants (Sette & Conti, 1996; Carlisle Michel et al., 2004).  

En plus de lier des effecteurs de la signalisation AMPc, la mAKAP peut également lier les 

enzymes responsables de la synthèse d’AMPc, notamment l’AC5 au niveau des résidus 275-

340 (Figure 14). L’activité de l’AC5 est inhibée après phosphorylation par la PKA. Ce 

mécanisme de rétrocontrôle négatif permet de maintenir des niveaux d’AMPc bas au niveau du 

complexe mAKAP. Ainsi, la désorganisation de l’interaction AC5-mAKAP est suffisante pour 
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induire une hypertrophie des cardiomyocytes néonataux en absence de stimulus hypertrophique 

(Kapiloff et al., 2009).  

La PDE4D3 permet également de recruter les MAP kinases (MAPK) MEK5 et ERK5 et le 

facteur d’échange EPAC1 au niveau de la mAKAP (Dodge-Kafka et al., 2005). L’activation 

des kinases MEK5 et ERK5 induit la phosphorylation de la PDE4D3 sur la sérine 579 ce qui 

conduit à une réduction de son activité et à l’accumulation d’AMPc au niveau du 

microdomaine. Cette accumulation d’AMPc conduit à l’activation d’EPAC1 qui peut inhiber 

l’activité d’ERK5 via Rap1 et donc prévenir l’inhibition de la PDE4D3 par la signalisation 

MAPK. En conséquence, EPAC1, ERK5 et la PDE4D3 forment une troisième boucle de 

rétrocontrôle négatif permettant de s’opposer à une augmentation très forte d’AMPc au niveau 

de la mAKAP (Dodge-Kafka et al., 2005). 

Un autre niveau de complexité est ajouté par la liaison de la PP2A sur la mAKAP (résidus 2083-

2319) : la PKA peut également phosphoryler et activer la PP2A qui par la suite déphosphoryle 

la PDE4D3 (Dodge-Kafka et al., 2010). 

Le deuxième partenaire de la mAKAP à être identifié était les récepteurs à la ryanodine (RyR2) 

(Figure 14). Il a été montré qu’il existe de petites fractions de RyR2 (probablement localisées 

au niveau périnucléaire) pouvant s’associer avec la mAKAPβ et la nesprin-1α (Kapiloff et al., 

2001). De plus, une stimulation β-AR de cardiomyocytes néonataux induit une augmentation 

de la phosphorylation PKA-dépendante des RyR2 associés à la mAKAP (Pare et al., 2005a). 

Ceci suggère que l’association entre RyR2 et mAKAP permet de réguler les niveaux de Ca2+ à 

la périphérie des noyaux. La calcineurine, qui a la capacité de se lier à la mAKAP au niveau 

des résidus 1286-1345, est un candidat potentiel pouvant être régulé par les niveaux de Ca2+ au 

niveau du microdomaine (Li et al., 2010).  
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Figure 14 : Représentation de l’organisation structurale des isoformes de la mAKAP 

D’après (Kritzer et al., 2014).  

Il a été montré que NFAT peut interagir avec mAKAP et que cette interaction est nécessaire 

pour sa déphosphorylation par la calcineurine et ainsi sa translocation au noyau pour l’initiation 

de son activité transcriptionnelle (Li et al., 2010). Des travaux plus récents par le même groupe 

ont montré que l’interaction entre mAKAP et la calcineurine est importante pour la régulation 

de l’activité transcriptionnelle de MEF2 dans des myoblastes de souris (Li et al., 2013). Le rôle 

crucial de la mAKAP dans la régulation de l’hypertrophie cardiaque a également été démontré 

avec l’utilisation de petits ARN interférents pour bloquer l’expression de la mAKAP ou de 

peptides permettant de bloquer l’interaction entre la mAKAP et la nesprin-1α et donc de 

déplacer la mAKAP de la région périnucléaire. Ces deux approches ont permis de bloquer 

l’hypertrophie induite par LIF (leukaemia inhibitory factor) (Dodge-Kafka et al., 2005). De 

manière similaire, une réduction dans l’expression de gènes dépendants de NFAT et MEF2D 

ainsi qu’une diminution de l’hypertrophie cardiaque a été observée dans des souris invalidées 

pour le gène codant pour la mAKAPβ et soumises à une surcharge de pression induite par la 

constriction de l’aorte ascendante (Kritzer et al., 2014). 

L’ensemble de ces résultats soulignent l’importance de la mAKAP dans la régulation de 

l’hypertrophie des cardiomyocytes. Cependant, la contribution de la mAKAP dans la régulation 

de l’activité PKA nucléaire n’a pas encore été établie.  

VIII. Cibles et rôle de la PKA dans le cœur 

Suite à son activation, la PKA a la capacité de phosphoryler de nombreuse protéines cibles dans 

différents compartiments de la cellule, ce qui lui donne la capacité de réguler plusieurs 

processus cellulaires tels que la contraction, via la phosphorylation des principaux acteurs du 

CEC comme les LTCCs, RyR2, PLB, TnI et MyBP-C, ou la transcription génique via la 
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phosphorylation de différents facteurs de transcription comme CREB, CREM et certaines 

histones déacétylases de classe II comme HDAC5. 

VIII.1. Régulation du couplage excitation contraction 

Les LTCCs participent à l’activité électrique et mécanique du cœur. Les LTCCs sont des canaux 

voltage dépendants formés de quatre sous-unités, une sous-unité α1 qui forme le pore du canal 

et trois sous-unités auxiliaires β, α2δ et γ. La sous-unité α1 est composée de quatre domaines 

d’homologie à six segments transmembranaires chacun (Figure 15) (Brette et al., 2006). La 

sous-unité α1c (Cav 1.2) est la forme majoritaire dans le cœur (Harvey & Hell, 2013).  

La phosphorylation des LTCCs induit une augmentation de l’amplitude du courant ICa,L et de 

l’entrée de Ca2+ dans la cellule, ce qui conduit à une augmentation de la contraction cellulaire 

en réponse au stress (Bers, 2002). Les sous-unités α1c et β comprennent plusieurs résidus sérine 

potentiellement phosphorylables par la PKA. Parmi ces sites, la sérine 1700 qui joue un rôle 

clé dans la régulation β-AR des LTCCs (Fu et al., 2014). En effet, il a été montré que la mutation 

chez la souris de la sérine 1700 en alanine de la sous-unité α1c induit une réduction du courant 

calcique en condition basale et sous stimulation β-AR (Fu et al., 2014). La phosphorylation par 

la PKA au niveau de la sérine 1928 fut également proposée comme importante dans la 

stimulation β-AR des LTCCs (De Jongh et al., 1996). Cependant, plusieurs études plus récentes 

ont contredit cette hypothèse (Lemke et al., 2008; Fuller et al., 2010). 

Il a été montrée également que l’AKAP15 interagit avec les LTCCs via un domaine 

d’association de type leucine zipper à l’extrémité C terminale et que cette interaction est 

nécessaire pour la régulation β-AR du courant calcique (Hulme et al., 2003). Cependant, dans 

une étude récente réalisée sur des souris invalidées pour le gène codant pour l’AKAP15, il a été 

montré que cette AKAP n’est pas indispensable dans la régulation du courant calcique (Jones 

et al., 2012). Ainsi, ces résultats montrent que la régulation de l’activité des LTCCs par la PKA 

n’est pas encore bien connue et reste sujette à controverse. 
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Figure 15 : Représentation schématique du canal calcique de type L cardiaque (Cav1.2) 

α1C, β et α2δ : sous-unités du canal calcique ; AID, alpha interacting domain (permettant 
l’interaction entre α1C et β) ; la sous-unité α1C est composée de 4 domaines transmembranaires 
à 6 segments avec les segments S4 détecteurs de voltage du canal, les segments en violet 
responsables de l’activation du canal et le segment S6 de son inactivation alors que les domaines 
en rose sont les sites de liaison aux dihydropyridines (DHP). D’après (Brette et al., 2006). 

Le récepteur de la ryanodine cardiaque (RyR2) est un canal calcique homotétramérique à haut 

poids moléculaire exprimé au niveau du RS et à proximité des LTCCs au niveau des tubules T. 

Cette proximité est importante pour la synchronicité et l’efficacité du relargage de Ca2+ par les 

RyR2 (Lehnart, 2007). 

Le RyR2 forme un complexe marcromoléculaire en interagissant avec une multitude de 

protéines (Figure 16). En effet, le RyR2 interagit avec la protéine liant le Ca2+, la calséquestrine 

(CSQ) qui est responsable de l’activation ou de l’inhibition de l’activité du canal. Au niveau de 

sa région N terminale, le RyR2 est également associé avec le FKBP12.6 (calstabine 2), une 

protéine stabilisatrice de sa fonction et qui est associée également à la synchronicité entre les 

RyR2 avoisinants. Les RyR2 ont également des sites de liaison à la calmoduline (CaM), 

responsable de la modulation de la libération de Ca2+. Les phosphatases 1 et 2 (PP1, PP2A) qui 

sont liées au RyR2 au niveau de sa partie N terminale cytosolique par des protéines 

d’échafaudage distinctes (la Spinophiline et la PR130 respectivement), sont responsables de la 

déphosphorylation du RyR2 (Lehnart, 2007). 
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Trois sites de phosphorylation du RyR2 ont été décrits. Sous stimulation β-AR, les sérine 2808 

et 2030 sont phosphorylées par la PKA et la sérine 2814 est phoshorylée par la CaMKII. La 

PP1 est responsable de la déphosphorylation des sérine 2808/2814, alors que la PP2A 

déphosphoryle seulement la sérine 2814 (Huke & Bers, 2008). La phosphorylation du RyR2 

par la PKA sur le résidu sérine 2808 augmente la probabilité d’ouverture du RyR2 et induit une 

accélération de la phase ascendante de la transitoire calcique (Marx et al., 2000). Cette 

phosphorylation induit également la dissociation du FKBP 12.6 du RyR2, provoquant ainsi sa 

déstabilisation et la libération spontanée de Ca2+ du RS (Chakraborti et al., 2007). Cependant, 

le rôle de la phosphorylation de la sérine 2808 induite par la PKA sur l’activité du RyR2 est 

controversé. Dans une étude sur des souris mutées sur la sérine 2808, les transitoires calciques 

n’étaient pas modifiées en réponse à une stimulation β-AR (Benkusky et al., 2007). 

Le RyR2 interagit avec la PKA au niveau de mAKAP, qui assure également l’interaction avec 

la PDE4D3 (Kapiloff et al., 2001). Cependant, il semblerait que l’interaction mAKAP-RyR2 

n’a lieu qu’au niveau de la membrane nucléaire, ce qui suggère qu’il est possible qu’il existe 

une autre AKAP pouvant interagir avec le RyR2 au niveau du RS.  

 

Figure 16 : Illustration schématique du complexe macromoléculaire formé par le 

récepteur de la ryanodine cardiaque (RyR2) 

Le RyR2 est composée de quatre sous-unités identiques et peut s’associer avec plusieurs 
protéines, notamment la calmoduline (CaM) ; la CaMKII ; le FKBP12.6 ; les motifs LIZ 
permettant l’ancrage de la mAKAP (et ces protéines associées comme la PKA et la PDE4D3) 
ainsi que les protéines d’échafaudage Spinophiline et PR130 (qui ancrent les Phosphatases 1 et 
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2A, respectivement) ; les protéines triadin et junctin interagissant à la fois avec le RyR2 et la 
calséquestrine (CSQ). D’après (Lehnart, 2007). 
 

La pompe calcique ATPasique (SERCA2a, isoforme cardiaque) est une protéine 

transmembranaire de 100 kDa exprimée dans le cœur et est impliquée dans la recapture de Ca2+ 

à l’intérieur du RS à raison de 2 ions Ca2+ par molécule d’ATP hydrolysée. Dans le cœur, 

l’activité de la SERCA2a est régulée par le phospholamban (PLB) qui exerce un effet inhibiteur 

sur son activité. Le PLB est phosphorylé par la PKA et la CaMKII et déphosphorylée par la 

phosphatase 1 (Haghighi et al., 2014). Le PLB peut être phosphorylé au niveau de la sérine 16 

par la PKA, la PKG et la PKC et au niveau de la thréonine 17 par la CaMKII, ce qui induit une 

dissociation de la SERCA2a et donc une désinhibition de celle-ci entraînant l’accélération du 

repompage du Ca2+ à l’intérieur du RS, permettant ainsi de reformer les réserves de Ca2+ du RS 

et donc d’augmenter le Ca2+ disponible pour activer les protéines contractiles et produire l’effet 

inotrope positif sous stimulation β-AR (Haghighi et al., 2014). 

Au niveau des myofilaments, la PKA joue un rôle très important dans la sensibilisation des 

myofilaments au Ca2+. La TnI peut être phosphorylée par la PKA, PKG, PKCβ, PKCδ et la 

PKD1 (Solaro et al., 2013). La phosphorylation de la TnI au niveau des résidus sérine 22 et 23 

chez la souris et 23, 24 chez l’Homme et le rat, provoque une diminution de l’affinité de la TnC 

pour le Ca2+ ainsi que l’accélération des cinétiques d’attachement-détachement des ponts 

actomyosine, ce qui est responsable de l’accélération de la vitesse de relaxation induite sous 

stimulation β-AR (Layland et al., 2005). La MyBP-C possède trois sites potentiels de 

phosphorylation par la PKA (Ser273, 282 et 302) et d’autres kinases telles que la CaMKII et la 

PKC. Cependant, bien que la phosphorylation de la MyBP-C par la PKA n’influence pas 

directement la sensibilité des myofilaments au Ca2+, elle est impliquée dans la modulation de 

l’interaction entre les filaments fins et les têtes de myosine (Sadayappan et al., 2009; Barefield 

& Sadayappan, 2010). La PKA peut également phosphoryler la titine, ce qui conduit à la 

diminution de la rigidité cellulaire et augmente la compliance du cœur (LeWinter & Granzier, 

2014). 

VIII.2. Régulation de l’expression génique 

En plus de son rôle dans la régulation du CEC, la PKA peut également réguler l’expression des 

gènes via la phosphorylation de plusieurs protéines nucléaires, parmi lesquelles les facteurs de 

transcription de la famille CREB (CREB, CREM et ATF1) sont les plus décrits (Montminy, 
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1997). Plus récemment, il a été montré que la PKA peut également agir au niveau de quelques 

histones déacetylases de classe II (HDAC) (Ha et al., 2010; Backs et al., 2011). 

Les facteurs de transcription de la famille CREB dont CREB (cyclic AMP response element 

(CRE)-binding protein), CREM (cAMP response element modulator) et ATF1 (activating 

transcription factor 1), ont pour particularité d’avoir dans la région N terminale un domaine 

bZIP (basic region, leucine zipper) qui est constitué de deux domaines, BD (Basic Domain) et 

LZ (Leucine Zipper) permettant la liaison à l’ADN et la dimérisation du facteur de transcription, 

respectivement. Ces protéines ont dans leur région N terminale un domaine transactivateur 

constitué de deux régions riches en glutamine Q1 et Q2 qui interagissent avec les composants 

de la machinerie de transcription, et un domaine KID (Kinase inducible domain) possédant un 

résidu phosphorylable par la PKA, la CaMKII et la PKD (Ser133 pour CREB, Ser117 pour 

CREM, Ser63 pour ATF1) (Figure 17) (Yamamoto et al., 1988; Gonzalez & Montminy, 1989; 

Sheng et al., 1991). La phosphorylation du domaine KID de CREB par la PKA induit son 

interaction avec les cofacteurs CBP (CREB Binding Protein) et p300 et le recrutement du 

complexe RNA polymerase II (Montminy, 1997). CREB a la capacité de se lier au niveau des 

régions promotrices de différents gènes grâce à la présence d’une séquence conservée appelée 

CRE (cAMP-responsive element), qui peut être soit une séquence palindromique complète 

(TGACGTCA) ou partielle (CGTCA), afin de médier l’activation de gènes AMPc-dépendants 

(Mayr & Montminy, 2001). Les séquences CREs sont présentes dans plusieurs gènes importants 

pour le système cardiovasculaire comme les récepteurs β-AR, le PLB, la PKA et la PP2A 

(Müller et al., 2000). L’activité transcriptionnelle de CREB est arrêtée soit via la 

déphosphorylation du résidu sérine 133 par la phosphatase 1 ou la phosphatase 2A (Hagiwara 

et al., 1992; Wadzinski et al., 1993) ou indépendamment de sa déphosphorylation via un 

mécanisme de rétrocontrôle négatif qui implique un variant de CREM, appelé ICER (inducible 

cAMP early repressor), qui est dépourvu du domaine de transactivation et donc réprime 

l’expression des gènes qui disposent d’une séquence CRE au niveau de leur promoteur (Molina 

et al., 1993). Il a également été montré que CREB pourrait être inactivé via le recrutement de 

PP1 par les histones déacétylases HDAC1 et HDAC8 et bloquer ainsi la transcription des gènes 

dépendants de CREB (Canettieri et al., 2003; Gao et al., 2009). Plusieurs modèles ont été 

développés afin d’étudier le rôle de CREB et CREM dans la régulation de la fonction cardiaque. 

Des souris transgéniques exprimant un mutant non phosphorylable de CREB (CREB-S133A 

ou dnCREB) ont une dysfonction cardiaque systolique et diastolique, développent une 
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cardiomyopathie dilatée et présentent une mort prématurée (Fentzke et al., 1998). Cependant, 

dans un autre modèle de souris déficientes pour CREB dans le cœur, les souris sont viables et 

ne développent aucune altération morphologique ni de la fonction ventriculaire gauche au repos 

et sous stimulation β-AR (Matus et al., 2007). Ces résultats sont corroborés par des observations 

récentes obtenues chez des souris traitées par un inhibiteur pharmacologique de CREB, où 

aucune détérioration fonctionnelle du cœur n’a été observée (Li et al., 2016). La différence dans 

le phénotype observé entre les souris transgéniques CREB-S133A et les souris KO pour CREB 

pourrait être expliquée par le fait que le mutant CREB-S133A pourrait bloquer l’expression de 

gènes régulés par les autres membres de la famille CREB (CREB/CREM/ATF) et ce en 

occupant les CREs de façon compétitive (Fentzke et al., 1998). 

Le gène CREM code pour plusieurs isoformes, qui fonctionnent comme des activateurs ou 

répresseurs de la transcription, et ce en fonction de la présence ou non des domaines riches en 

glutamine Q1 et Q2 (Figure 17). Les souris déficientes pour le gène CREM (CREM-/-) ont 

montré une réduction dans la fonction ventriculaire systolique et diastolique basale et sous 

stimulation β-AR, accompagnée d’une réduction dans l’expression de SERCA2a et des 

récepteurs β1-AR, avec une morphologie cardiaque et une survie normale (Müller et al., 2003).  

Des souris surexprimant une isoforme courte de CREM (CREM-Ib∆C-X) dépourvue de 

domaine transactivateur et qui agit comme un bloqueur de l’activité transcriptionnelle 

dépendante de CRE, présentent une augmentation de la contraction ventriculaire associée à une 

augmentation de l’expression de la SERCA2a et des récepteurs β1-AR ainsi qu’une 

hypertrophie atrio-ventriculaire et une augmentation de la mortalité (Müller et al., 2005). 

 

 

Figure 17 : Représentation schématique de la structure de CREB, CREM, ATF1 et 

ICER 

Les deux domaines riches en glutamine (Q1 et Q2) entourent le domaine KID (Kinase 

Inductible Domain) contenant les résidus sérine phosphorylés par la PKA et autres kinases, les 
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domaines de liaison à l’ADN (basic domain et leucine zipper). L’isoforme ICER est dépourvue 
de domaine de transactivation. D’après (Servillo et al., 2002).  

Une autre isoforme courte de CREM nommée ICER (inducible cAMP early repressor), qui 

dispose d’un domaine de liaison à l’ADN identique à celui de CREM mais dépourvu du 

domaine de transactivation, agit ainsi comme un dominant négatif pour la transcription 

dépendante de CREB et CREM (Figure 17) (Molina et al., 1993). L’expression d’ICER est 

induite lorsqu’un promoteur interne du gène CREM contenant la séquence CRE est stimulé par 

une augmentation des niveaux d’AMPc (Tomita et al., 2003). ICER est rapidement induit sous 

stimulation β-AR des myocytes cardiaques (Tomita et al., 2003). La surexpression d’ICER 

inhibe significativement l’hypertrophie induite sous stimulation β-AR, alors que l’inhibition 

endogène d’ICER favorise la production protéique et la transcription d’ANF (Tomita et al., 

2003), montrant ainsi le rôle d’ICER comme un régulateur négatif de l’hypertrophie induite 

sous stimulation β-AR. Cependant, ICER agit également comme un régulateur positif de 

l’apoptose induite sous stimulation β-AR. Cet effet proapoptotique semble être médié via la 

répression de l’expression de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) (Tomita 

et al., 2003). Le niveau d’expression d’ICER est augmenté en insuffisance cardiaque humaine 

(Ding et al., 2005a). 

Les souris déficientes pour le gène CREM et surexprimant les récepteurs β1-AR (β1-

ARTG/CREM-/-) présentent une réduction des effets délétères observés classiquement chez les 

souris surexprimant les récepteurs β1-AR comme l’hypertrophie, la fibrose ainsi que la 

dysfonction contractile (Lewin et al., 2009). L’ensemble de ces études démontrent un rôle clé 

du gène CREM dans le remodelage cardiaque suite à un stress catécholaminergique chronique. 

Un autre mécanisme régulant l’expression des gènes est l’acétylation des histones, qui est un 

processus dynamique contrôlé par les histones acétyltransferases (HATs) et les histones 

déacétylases (HDACs), contrôlant ainsi la structure de la chromatine (Haberland et al., 2009). 

Les HDACs de classe IIa (HDAC4, -5, -7, et -9) présentent une structure commune avec une 

région catalytique à l’extrémité C terminale et une région régulatrice à l’extrémité N terminale 

qui interagit avec les facteurs de transcription et qui contient également des résidus sérine qui 

peuvent être phosphorylés par une multitude de kinases parmi lesquelles la CaMKII et la PKD 

qui induisent la liaison avec la protéine chaperonne 14-3-3 et la translocation du noyau vers le 

cytoplasme (Haberland et al., 2009). 
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La dissociation des HDACs du facteur de transcription MEF2 (myocyte enhancer factor 2), un 

régulateur clé de l’hypertophie cardiaque, lève l’inhibition exercée sur ce facteur de 

transcription et induit la transcription de ces gènes cibles (Haberland et al., 2009).   

Récemment, il a été proposé que HDAC4 et HDAC5 sont de nouvelles cibles de la PKA dans 

les noyaux des cardiomycytes (Ha et al., 2010; Backs et al., 2011). Il a été montré que HDAC4 

est un intégrateur de deux voies de signalisation opposées impliquant d’un côté la 

phosphorylation CaMKII dépendante de HDAC4, qui conduit à l’accumulation de HDAC4 

dans le cytoplasme et à l’activation de gènes cibles de MEF2 (Backs et al., 2006), et de l’autre 

côté, un effet dépendant de la PKA provoquant un clivage protéolytique d’HDAC4 et la 

génération d’un fragment N terminal nommé HDAC4-NT qui agit comme un répresseur du 

facteur de transcription MEF2 (Backs et al., 2011). De plus, il a été montré que contrairement 

à HDAC4, HDAC4-NT bloque le remodelage cardiaque sans affecter la survie des 

cardiomyocytes, en raison de sa capacité de bloquer sélectivement les gènes régulés par MEF2 

et non ceux régulés par le facteur de transcription SRF (Serum Response Factor) (Backs et al., 

2011), suggérant que HDAC-NT pourrait être cardioprotecteur lors de l’insuffisance cardiaque. 

Dans les cardiomyocytes néonataux, la phosphorylation de HDAC5 par la PKA induit 

l’interruption de l’association de HDAC5 avec la protéine chaperonne 14-3-3, ce qui prévient 

l’export de HDAC5 vers le cytoplasme et bloque ainsi l’activité transcriptionnelle de MEF2 et 

l’hypertrophie des cardiomyocytes en réponse à la phénylephrine (Ha et al., 2010). De plus, il 

a été montré que dans les cardiomyocytes de lapin adulte, l’activation aigüe de la PKA provoque 

une rétention de HDAC5 et bloque également l’export de HDAC5 induit par activation de la 

voie endothéline/PKD ou de la CaMKII. Ceci est contraire à une activation chronique de la 

PKA qui n’a pas pu bloquer l’export de HDAC5 induit par activation de la voie 

endothéline/PKD ou de la CaMKII (Chang et al., 2013). Cependant, dans une étude réalisée par 

un autre groupe sur des cardiomyocytes de rat adulte, il a été montré que la stimulation des 

récepteurs β1-AR provoque l’export d’HDAC5, indépendamment de sa phosphorylation et 

plutôt via mécanisme d’oxydation qui provoque la formation d’un pont disulfide entre les 

résidus Cys-696 et Cys-698 d’HDAC5 (Haworth et al., 2012). 
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IX. Déphosphorylation des cibles de la PKA par les protéines 

phosphatases 

Contrairement aux protéines kinases, les phosphatases ont reçu moins d’attention en termes 

d’études fonctionnelles et de possibilité de leur utilisation comme cibles thérapeutiques pour le 

traitement de maladies cardiovasculaires. Ceci est surprenant du fait que des études de 

phosphoprotéomique ont montré qu’environ un tiers des événements de phosphorylation sont 

réversibles, témoignant de leur potentiel d’utilisation comme cibles dans les maladies 

cardiovasculaires (Olsen et al., 2006). Ceci pourrait s’expliquer par la différence dans la 

reconnaissance des substrats entre les protéines kinases, qui ont la capacité d’identifier des 

séquences consensus au niveau des protéines cibles, et les protéines phosphatases qui plutôt que 

de s’appuyer sur un mode de reconnaissance enzyme-substrat, interagissent avec leurs protéines 

cibles via leurs différentes protéines régulatrices, nommées PIPs (phosphatase interacting 

proteins) (Weber et al., 2015). 

Les protéines phosphatases peuvent être subdivisées en trois sous-groupes nommés : les 

sérine/thréonine phosphatases, les tyrosine phosphatases, et les phosphatases ayant une double 

spécificité en fonction de leur substrat phosphorylé (Heijman et al., 2013). Dans le cœur, 90% 

des événements de déphosphorylation sont réalisés par les sérines-thréonine phosphatases (PP1, 

PP2A et la PP2B ou calcineurine) (Weber et al., 2015). 

IX.1. Structure des phosphatases de type 1 

Chez les mammifères, la sous-unité catalytique PP1 est codée par trois gènes différents 

(Ppp1ca, Ppp1cb et Ppp1cc) dont les variants d’épissage PP1α1, PP1α2 et PP1α3 codés par le 

gène Ppp1ca et PP1γ1 et PP1γ2 qui sont codés a partir du gène Ppp1cc (Weber et al., 2015). A 

l’exception de PP1γ2 qui est exprimée dans le cerveau et les testicules, toutes les autres 

isoformes sont présentes de façon ubiquitaire (Heijman et al., 2013). Ces trois gènes semblent 

avoir des fonctions subcellulaires distinctes, comme cela avait été suggéré par des études en 

modifiant l’expression de ces gènes (Aoyama et al., 2011; Liu et al., 2015). Toutefois, il 

n’existe pas d’informations concernant le contrôle spatiotemporel des isoformes de PP1 dans 

le cœur sein ou malade (Lüss et al., 2000). 
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Plusieurs études ont montré qu’il n’existe pas de PP1 libre dans la cellule cardiaque mais qu’elle 

existe plutôt sous forme d’un holo-complexe via son interaction avec plus de 200 sous-unités 

régulatrices (Figure 18). Ces sous-unités régulatrices sont responsables de la localisation 

subcellulaire et de la spécificité des différentes isoformes de sous-unité catalytique de la PP1 

envers les substrats. La localisation nucléaire de la PP1 est assurée via son interaction avec 

différentes protéines régulatrices, notamment les facteurs d’épissage NIPP1 et PNUTs (Bollen 

& Beullens, 2002), ou encore l’AKAP149 située sur la face interne de l’enveloppe nucléaire 

(Steen et al., 2000). De plus, la PP1 est responsable de la déphosphorylation du facteur de 

transcription CREB après son recrutement par les histones déacétylases HDAC1 et HDAC8 

(Canettieri et al., 2003; Gao et al., 2009). Cependant, à ce jour, aucune étude n’a démontré la 

présence de PP1 dans les noyaux des cardiomyocytes. Les sous-unités catalytiques des PP1 

interagissent également avec des sous-unités inhibitrices, notamment I-1 et I-2, qui agissent 

généralement indépendamment des substrats en bloquant le site actif de la sous-unité 

catalytique de PP1 (Cohen, 2002).  

IX.2. Structure des phosphatases de type 2A 

La composition de la phosphatase PP2A est plus complexe. En effet, elle à la capacité de 

s’organiser sous forme d’un dimère ou trimère de sous-unités interchangeables. L’enzyme 

centrale est constituée d’une sous-unité catalytique (PP2ACα ou PP2ACβ) et une sous-unité 

structurale (PP2AAα ou PP2AAβ) (Weber et al., 2015). La liaison de l’enzyme centrale à une 

troisième sous-unité régulatrice permet de transformer le complexe en une holoenzyme mature 

(Figure 18) (Heijman et al., 2013). Il existe quatre familles de sous-unités régulatrices de la 

PP2A : PP2AB, PP2AB’, PP2AB’’ et PP2AB’’’. Ces familles sont codées par des gènes 

différents qui produisent différents variants d’épissages (Lubbers & Mohler, 2016).  

De même que pour PP1, la plupart des isoformes de PP2A sont ubiquitaires et les deux 

isoformes PP2ACα ou PP2ACβ sont exprimées dans le cœur humain (Lubbers & Mohler, 

2016). En plus de sa localisation cytoplasmique, la PP2A est également localisée au niveau de 

certaines structures intranucléaires appelées « speckles » et ce via leur interaction avec les sous-

unités PP2A-B’γ (appelée également B56γ) dans les cardiomyocytes de rat (Gigena et al., 

2005). 
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IX.3. Structure des phosphatases de type 2B 

La PP2B ou calcineurine est également organisée sous forme d’une holoenzyme constituée de 

différentes sous-unités catalytiques CnAα, β ou γ (~60 kDa), les sous-unités liant le Ca2+ CnBα 

ou β (~19 kDa) et parfois d’autres sous-unités régulatrices comme l’AKAP79, la mAKAP ou 

la protéine inhibitrice de la calcineurine Cain (calcineurin inhibitor) (Figure 18) (Pare et al., 

2005; Parra & Rothermel, 2017). Parmi les trois isoformes de la sous-unité catalytique et les 

deux isoformes liant le Ca2+ de la PP2B, seulement CnAα, CnAβ et CnBα sont exprimées dans 

le cœur (Heineke & Ritter, 2012). De plus, l’expression de CnAβ mais pas CnAα peut varier 

au cours d’un stress mécanique ou sous stimulation par les agonistes pro-hypertrophiques (Oka 

et al., 2005). Dans les myocytes cardiaques, la PP2B est retrouvée au niveau du cytoplasme, du 

sarcolemme, des tubules T et du noyau (Heineke & Ritter, 2012), alors que la mAKAP permet 

de situer la PP2B au niveau de la membrane perinucléaire (Pare et al., 2005). La PP2B peut 

également être activée durant un stress prolongé par clivage protéolytique du domaine AID par 

la protéase dépendante du Ca2+, la calpaïne (Burkard et al., 2005). 

La sous-unité catalytique CnA contient un domaine catalytique dans la partie N-terminale et un 

domaine auto-inhibiteur AID (auto-inhibitory domain) dans la partie C-terminale. La sous-unité 

CnB dispose de quatre sites liant le Ca2+, deux sites à haute affinité (nM) constamment occupés 

par le Ca2+ et deux sites régulateurs à faible affinité (µM). Ainsi, la liaison du Ca2+ sur les sites 

régulateurs, initie des changements de conformation permettant la liaison du complexe 

Ca2+/calmoduline et un changement dans l’orientation du domaine auto-inhibiteur pour exposer 

le domaine catalytique (Parra & Rothermel, 2017).  
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Figure 18 : Composition des phosphatases PP1, PP2A et PP2B 

La représentation schématique de la composition des phosphatases holoenzymes PP1 (A), 
PP2A (B) et PP2B (C) démontre la variété des sous-unités catalytiques et régulatrices 
permettant une complexité combinatoire de la phosphatase holoenzyme, qui est responsable de 
la déphosphorylation spécifique des différents substrats. Adapté de (Heijman et al., 2013). 

IX.4. Rôle des phosphatases PP1 et PP2A dans la régulation de la 

fonction cardiaque 

Des sites de liaison directe de la PP2A et PP2B ont été identifiés au niveau de la sous-unité α 

des LTCCs, et ce à proximité du résidu Ser1928 qui est phosphorylé par la PKA (Xu et al., 

2010). L’interaction entre la PP2A et la sous-unité α du LTCC est modulée par les sous-unités 

de la PP2A, B56 (toutes les isoformes) et PR59 (Hall et al., 2006). De plus, une étude a montré 

que l’utilisation de peptides pour perturber l’association de la PP2A avec la sous-unité α des 

LTCCs, induit une augmentation du courant calcique basal ainsi que lors d’une stimulation β-

AR, montrant l’importance de la liaison de la PP2A dans la modulation de l’activité des LTCCs 

(Xu et al., 2010).  

Les PP1 et PP2A contrôlent également le relargage de Ca2+ du RS via les RyR2. La 

déphosphorylation des RyR2 peut être médiée par la PP1, qui est adressée par la spinophiline, 

et la PP2A, qui est adressée par la sous-unité PR130 au niveau du complexe multiprotéique 
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organisé par les RyR2 (Lehnart, 2007). De plus, la PP2A peut également être adressée au RyR2 

à travers la mAKAP qui peut lier à la fois le RyR2 et la sous-unité B56δ de la PP2A (Dodge-

Kafka et al., 2010). Il a été montré que la PP1 déphosphoryle ce canal au niveau des deux 

résidus Ser2808 et Ser2814 (sites respectifs de phosphorylation pour la PKA et la CaMKII), 

alors que la PP2A est impliquée uniquement dans la déphosphorylation de la Ser2814 (Huke & 

Bers, 2008).  

Au niveau du PLB, il semblerait que la PP1 est l’enzyme majeure responsable de sa 

déphosphorylation, modulant ainsi l’activité de la SERCA2a (MacDougall et al., 1991). En 

utilisant une stratégie d’extinction des différentes isoformes de la sous-unité catalytique de PP1, 

il a été montré que PP1β est l’isoforme la plus importante régulant la phosphorylation du PLB 

dans le cardiomyocyte de rat (Aoyama et al., 2011). L’adressage de PP1 au niveau du PLB est 

permis grâce aux protéines régulatrices RGL (Berrebi-Bertrand et al., 1998). 

Les PP1 et PP2A sont les phosphatases majeures contrôlant la déphosphorylation des protéines 

des myofilaments (Solaro & Kobayashi, 2011). La PP1 semble déphosphoryler 

préférentiellement les résidus Ser23 et 24 de la TnI, alors que la PP2A induit une 

déphosphorylation plus uniforme (Heijman et al., 2013). La sous unité B56α peut contribuer à 

l’adressage de la PP2A et peut être déplacée des myofilaments lors d’une stimulation β-AR 

(Yin et al., 2010). 

Au niveau du complexe organisé par la mAKAP, la PP2A est responsable de la 

déphosphorylation de la PDE4D3 et donc de l’arrêt de l’effet activateur exercé par la PKA sur 

cette PDE, participant ainsi à une boucle de rétrocontrôle négatif au niveau du complexe 

(Dodge-Kafka et al., 2010). Au noyau, PP2A a été identifiée comme jouant un rôle important 

dans la déphosphorylation et donc la localisation subcellulaire de HDAC4 (Paroni et al., 2008).  

L’inhibiteur spécifique de la PP1, I-1 joue un rôle central dans le rétrocontrôle de l’activité de 

la PP1 (Weber et al., 2015). L’activité de I-1 est régulée par phosphorylation PKA-dépendante 

de la Thr35 qui semble être médiée par l’AKAP18 (Singh et al., 2011), alors qu’elle est 

désactivée via sa déphosphorylation (Thr35) qui est médiée par la PP2A et PP2B (El-Armouche 

et al., 2006). Sous stimulation β-AR, l’activation de I-1 et l’inhibition subséquente de la PP1 

participe dans une boucle de rétrocontrôle positif qui est responsable de l’amplification de la 

phosphorylation de substrats comme le PLB, le RyR2 et le phospholemman (El-Armouche et 

al., 2003).  
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La surexpression cardiaque des sous-unités catalytiques de PP1 et PP2A chez la souris entraîne 

une altération de la fonction cardiaque, accompagnée d’une hypertrophie et d’une dilatation du 

cœur (Carr et al., 2002; Gergs et al., 2004). Les souris déficientes pour I-1 présentent une 

fonction cardiaque basale diminuée et une diminution des réponses β-adrénergiques associées 

à une augmentation de l’activité de la PP1 et une diminution de la phosphorylation du PLB 

(Carr et al., 2002). De manière similaire, les souris surexprimant une forme constitutivement 

active de I-1 au niveau cardiaque ont un phénotype hypercontractile et une augmentation de la 

susceptibilité aux arythmies ventriculaires sous stress catécholaminergique, et développent une 

cardiomyopathie dilatée au cours du vieillissement (Wittköpper et al., 2010). 

IX.5. Rôle des phosphatases PP2B dans la régulation de la fonction 

cardiaque 

Le rôle de la calcineurine dans le cœur a été décrit pour la première fois par Jeff Molkentin et 

Eric Olson, qui l’ont identifié comme un élément central dans l’induction de l’hypertrophie 

cardiaque (Molkentin et al., 1998). Suite à son activation, la calcineurine déphosphoryle le 

facteur de transcription NFAT, qui à son tour va transloquer dans le noyau pour activer la 

transcription des gènes du programme hypertrophique (Heineke & Ritter, 2012). 

La surexpression constitutive d’une forme activée de la calcineurine A (ΔCnA) dans les 

cardiomyocytes induit une hypertrophie cardiaque massive (Molkentin et al., 1998). La délétion 

de l’isoforme CnAβ chez des souris conduit à une diminution d’environ 80% de l’activité totale 

de la calcineurine et une réduction dans l’hypertrophie cardiaque induite par surcharge de 

pression ou infusion d’angiotensine II et d’isoprénaline (Bueno et al., 2002). La délétion de 

l’isoforme CnBα chez les souris conduit à une ablation complète de la calcineurine (en raison 

de l’instabilité de la CnA en absence de la CnB) ainsi qu’une mort prématurée des souris, 

réduction de la contractilité cardiaque et une augmentation de la mort cellulaire des 

cardiomyocytes (Maillet et al., 2010). La réduction de contractilité cardiaque observée chez ces 

souris est accompagnée d’une réduction dans l’expression des LTCCs, RyR2 et de l’échangeur 

NCX (Maillet et al., 2010).  

La calcineurine a la capacité de se localiser au niveau de la membrane plasmique et des tubules 

T, ou elle interagit avec les phospholipides membranaires et d’autres protéines membranaires 

comme les LTCCs, grâce à sa sous-unité CnB (Heineke & Ritter, 2012). Bien que le rôle de la 

calcineurine dans la régulation des LTCCs soit controversé, il a été montré que la calcineurine 
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interagit directement avec les régions N et C-terminales de la sous-unité α1c du LTCC, et induit 

son activation via sa déphosphorylation (Tandan et al., 2009).  

L’AKAP79 organise un complexe macromoléculaire formé par la cavéoline-3, les LTCCs, les 

récepteurs β-ARs, l’AC6, la PKA et la calcineurine dans les cardiomyocytes adultes et joue un 

rôle très important dans l’initiation de la signalisation induite par les récepteurs β-ARs (Nichols 

et al., 2010). Cependant, jusqu'à très récemment, le rôle de l’AKAP79 dans l’activation de la 

calcineurine et l’induction de l’hypertrophie n’était pas connu. Dans une étude récente, il a été 

montré que l’AKAP79 joue un rôle protecteur contre les effets délétères induits par un modèle 

de surcharge de pression (Li et al., 2017). De plus, il semblerait que l’AKAP79 ne soit pas 

indispensable dans la signalisation calcineurine-NFAT (Li et al., 2017). 

Au niveau nucléaire, le Ca2+ généré par l’activation des récepteurs à l’IP3 (inositol 

trisphosphate) dans la région périnucléaire, favorise l’activation de la calcineurine et la 

translocation de NFAT dans le noyau et donc l’activation des gènes du programme 

hypertrophique (Higazi et al., 2009). La mAKAP peut également lier la calcineurine et donc la 

localiser au niveau de la membrane périnucléaire (Passariello et al., 2015). De plus, la liaison 

de NFATc3 avec la mAKAP est nécessaire pour sa déphosphorylation par la calcineurine dans 

les cardiomyocytes (Li et al., 2010). De manière similaire, l’expression des gènes 

hypertrophiques dépendants de NFAT est réduite dans les souris invalidées pour la mAKAPβ 

dans le cœur (Kritzer et al., 2014). Ces informations soulignent l’importance de la mAKAP 

dans l’activation de la calcineurine et l’induction de l’hypertrophie cardiaque via la 

déphosphorylation de NFAT.  

X. Compartimentation de la voie AMPc/PKA dans le myocyte 

cardiaque  

Comme décrit précédemment, l’AMPc peut activer un nombre important d’effecteurs et de ce 

fait est capable d’induire une myriade de fonctions cellulaires allant de la croissance et 

différenciation à la migration cellulaire, au contrôle de la sécrétion hormonale, au métabolisme 

et à la transcription des gènes (Francis & Corbin, 1994). Au niveau des cardiomyocytes, 

l’AMPc est également capable de réguler une multitude de fonctions comme le CEC via la 

phosphorylation de ses protéines clés, le métabolisme et la régulation de l’expression des gènes 

(Zaccolo, 2009). En plus des récepteurs β-AR, d’autres récepteurs sont capables de mobiliser 
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la voie de l’AMPc, ce qui conduit à poser la question de comment le cardiomyocyte est capable 

d’éviter la phosphorylation non souhaité de substrats lors d’un stimulus donné. 

Il y a presque 40 ans, les premières évidences montrant qu’une augmentation d’AMPc ne 

produit pas nécessairement les mêmes conséquences fonctionnelles furent illustrées par des 

expériences de cœur perfusé comparant les effets de l’isoprénaline (Iso) et de la prostaglandine 

E1 (PGE1). L’Iso et la PGE1 sont capables d’induire une production d’AMPc et une activation 

de la PKA à des niveaux comparables, mais l’Iso est capable d’activer la fraction particulaire 

de la PKA et induit la phosphorylation de la TnI ainsi que d’autres substrats alors que la PGE1 

induit plutôt l’activation la fraction soluble de la PKA et n’induit pas la phosphorylation des 

même substrats (Hayes et al., 1979; Brunton et al., 1979; Hayes et al., 1980). Une autre étude 

montre que le GLP-1 (Glucagon-like peptide 1) induit une augmentation d’AMPc comparable 

à celle de l’Iso sans provoquer d’effet inotrope positif dans les cardiomyocytes de rat adulte 

(Vila Petroff et al., 2001). Un dernier exemple de différences fonctionnelles entre deux 

récepteurs activant la synthèse d’AMPc concerne les récepteurs β1- et β2-ARs dont les 

différences fonctionnelles ont été décrites plus haut. 

Ces études charnières, ont fourni les premières évidences indirectes de l’existence 

d’évènements subcellulaires de signalisation AMPc.  

Le développement d’outils moléculaires pour la détection en temps réel de changements 

d’AMPc dans des cellules vivantes a grandement contribué à l’établissement de la notion de 

microdomaine d’AMPc. Les biosenseurs pour l’AMPc et la PKA basés sur le transfert d’énergie 

de fluorescence ou FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer), ont révolutionné les 

études sur la signalisation AMPc/PKA (Zaccolo et al., 2000; Zaccolo & Pozzan, 2002; Nikolaev 

et al., 2004; Allen & Zhang, 2006). De plus, le fait que ces biosenseurs sont génétiquement 

codés permet de les adresser facilement à différents compartiments cellulaires, rendant possible 

la mesure en temps réel des changements des niveaux d’AMPc et de l’activité PKA au niveau 

de compartiments particuliers de la cellule. 
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X.1. Importance de la localisation subcellulaire de la machinerie de synthèse 

d’AMPc 

En plus des différents RCPGs exprimés à la surface des cardiomyocytes et qui sont responsables 

de la diversité et de la spécificité de la signalisation AMPc, il existe des évidences qu’au sein 

d’une même cellule, la localisation distincte des RCPGs au niveau de la membrane plasmique 

peut contribuer à la spécificité de la réponse observée (Patel et al., 2008). 

Les cavéoles représentent un type de radeaux lipidiques qui forment des invaginations de la 

membrane plasmique en forme d’oméga inversé "Ƒ" de 50 à 100 nm de diamètre, et qui sont 

enrichies en cholestérol ainsi qu’en une protéine nommée la cavéoline. La cavéoline-3 (Cav-3) 

est exprimée dans le muscle cardiaque, squelettique ainsi que le muscle lisse et certains types 

de neurones, et peut interagir avec un nombre important de protéines comme les RCPGs, les 

AC, et des canaux ioniques (Razani et al., 2002). L’absence de structures cavéolaires dans le 

muscle squelettique chez les souris invalidés pour la Cav-3 souligne l’importance des 

cavéolines dans la formation des cavéoles (Galbiati et al., 2001). De plus, une mutation reportée 

comme induisant une dystrophie musculaire chez l’Homme et qui consiste en une micro-

délétion de 9 nucléotides au niveau du domaine d’échafaudage de la Cav-3 a été la base pour le 

développement d’un outil pour étudier le rôle des cavéoles dans la signalisation cardiaque 

(Koga et al., 2003; Wright et al., 2014). Le cholestérol est également un composant 

indispensable pour la formation des cavéoles, et de ce fait la déplétion des membranes 

plasmiques de leur contenu en cholestérol entraine une réduction dans le nombre de cavéoles 

présentes à la surface des cellules (Rothberg et al., 1990). Pour cela l’agent le plus connu et le 

plus couramment utilisé est la méthyl-β-cyclodextrine (MβCD), qui en se combinant au 

cholestérol le détache des membranes cellulaires (Christian et al., 1997). 

Dans les cardiomyocytes, les récepteurs β1-ARs sont localisés au niveau des fractions 

membranaires cavéloaires et non cavéolaires, alors que les récepteurs β2-ARs sont 

majoritairement localisés au niveau des cavéoles (Rybin et al., 2000), ce qui rajoute un élément 

potentiel dans la régulation du système. La différence de localisation entre ces deux récepteurs 

au niveau de la membrane plasmique est responsable en partie de la capacité de ces deux 

récepteurs à générer des signaux AMPc avec des propriétés distinctes (Xiao & Lakatta, 1993). 

Des expériences réalisées sur des cardiomyocytes de rats adultes ont montré que la déplétion 

en cholestérol des cardiomyocytes avec le MβCD provoque une perturbation de l’interaction 
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des récepteurs β2-ARs avec les protéines Gi ainsi qu’une augmentation de l’effet d’une 

stimulation β2-AR sur le courant calcique, les transitoires calciques et la contraction des 

cardiomyocytes (Calaghan & White, 2006). Ces résultats ont été confirmés par un autre groupe 

qui a montré que la surexpression de la Cav-3 provoque une augmentation dans la densité 

cavéolaire associée à une diminution des niveaux d’AMPc produits sous stimulation β2-AR, et 

de manière opposée la surexpression d’un dominant négatif de la Cav-3 (Cav3DN) induit une 

diminution de la densité cavéolaire associée à une augmentation de la production d’AMPc sous 

stimulation β2-AR (Wright et al., 2014). 

Dans une étude élégante réalisée par Nikolaev et collégues, en combinant l’utilisation de 

biosenseurs FRET pour l’AMPc avec le SICM (scanning ion conductance microscopy), les 

auteurs ont montré que les récepteurs β1-ARs sont distribués de façon égale au sein de la 

membrane plasmique des cardiomyocytes, alors que les récepteurs β2-ARs sont trouvés 

principalement au niveau des tubules T et sont absents des régions non tubulaires de la 

membrane. Cette étude a montré également que les récepteurs β1-ARs génèrent des signaux 

AMPc qui diffusent alors que les signaux générés sous stimulation β2-AR sont confinés 

(Nikolaev et al., 2010). De plus, la perturbation des différentes structures membranaires 

présentes au niveau des cardiomyocytes a permis d’induire une relocalisation des récepteurs β2-

ARs au niveau des crêtes des cardiomyocytes. En effet, la désorganisation des cavéoles induite 

par le MβCD ou la détubulation des cardiomyocytes par choc osmotique provoqué par le 

formamide induit une relocalisation des signaux AMPc générés par les récepteurs β2-ARs au 

niveau des crêtes des cardiomyocytes (Nikolaev et al., 2010). 

Des études récentes ont également réfuté l’idée que les AC sont distribuées de façon homogène 

au niveau de la membrane plasmique et qu’elles constituent une source uniforme d’AMPc. En 

effet, les AC sont de plus en plus considérées comme étant des éléments clés dans la génération 

des microdomaines d’AMPc. Cette idée a été renforcée par le travail réalisé par Timofeyev et 

collégues sur des cardiomyocytes issus de souris adultes invalidées pour l’AC5 et l’AC6. Ces 

travaux ont montré que l’AC6 régule principalement les LTCCs au niveau des crêtes des 

cardiomyocytes et semble n’être mobilisée que par les récepteurs β1-ARs, alors que l’AC5 

semble réguler les LTCCs au niveau des tubules T et est mobilisée par les récepteurs β1- et β2-

ARs (Timofeyev et al., 2013). De plus, en dépit de leur homologie de séquence et du fait 

qu’elles partagent les mêmes mécanismes régulateurs, ces deux isoformes d’adénylate cyclase 

jouent des rôles différents dans le développement de la cardiomyopathie induite par un stress, 
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l’AC6 jouant un rôle protecteur contrairement à l’AC5 qui exerce un effet délétère sur le cœur 

(Gao et al., 1999; Yan et al., 2007; Tang et al., 2013). Ces différences peuvent également être 

liées à leur organisation au sein de complexes macromoléculaires avec des RCPGs et des 

protéines d’ancrage. Un exemple de l’importance de la spécificité de l’interaction entre les AC 

et les AKAPs est celle qui existe entre l’AC5 et la mAKAP qui permet d’atténuer l’activité de 

l’AC5 au niveau du microdomaine par la PKA et dont la désorganisation de cette interaction 

est suffisante pour induire l’hypertrophie des cardiomyocytes néonataux (Kapiloff et al., 2009). 

X.2. Rôle des phosphodiestérases  

En raison de sa nature hydrophile, l’AMPc est hautement diffusible avec un coefficient de 

diffusion élevé (Nikolaev et al., 2004). La diffusion de l’AMPc est ralentie au niveau de certains 

compartiments cellulaires via l’effet tampon qu’exerce la PKA sur l’AMPc, la viscosité du 

cytoplasme ainsi que la tortuosité des cardiomyocytes adultes que produit le réseau de 

mitochondries (Agarwal et al., 2016; Richards et al., 2016). Cependant, ces éléments ne sont 

pas pertinents dans la génération de gradients d’AMPc dans la cellule (Saucerman et al., 2006). 

En revanche, les PDEs restent les éléments majeurs limitant la diffusion de l’AMPc et sont donc 

très importants dans la compartimentation des signaux AMPc ainsi que dans la régulation de la 

cascade de signalisation qui en découle (Fischmeister et al., 2006). 

Les premières évidences montrant l’implication des PDEs dans la compartimentation des 

signaux AMPc ont été fournies au début des années 90 par Hohl & Li. Ces auteurs ont montré 

que dans les cardiomyocytes traités avec de l’Iso, environ la moitié de l’AMPc généré est 

localisé dans la fraction membranaire alors que lors d’un traitement avec Iso en présence d’un 

inhibiteur des PDEs ce taux est réduit à 20%. Ce résultat fut interprété par une 

compartimentation de l’AMPc au niveau des fractions membranaires en raison d’une activité 

PDE élevée dans le cytoplasme (Hohl & Li, 1991). De plus, l’utilisation d’un dispositif 

permettant d’exposer les deux moitiés d’un cardiomyocyte de grenouille à deux solutions de 

composition différente a permis de montrer que l’exposition d’une moitié de la cellule à l’Iso 

se traduit par une augmentation demi-maximale du courant calcique qui correspond à 

l’activation des LTCCs exposés à l’agoniste, alors que le rajout d’IBMX (3-isobutyl-1-

méthylxanthine, un inhibiteur non sélectif des PDEs) à la partie exposée à l’Iso permet d’activer 

les LTCCs situés dans la partie non exposée de la cellule, confirmant ainsi le rôle des PDEs 

dans l’établissement des gradients d’AMPc (Jurevicius & Fischmeister, 1996). 
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La localisation des PDEs au niveau de certains domaines subcellulaires grâce à la liaison directe 

aux lipides membranaires et via l’interaction avec d’autres protéines comme les AKAPs est 

également importante dans le maintien de la spécificité d’action des différents ligands (Conti 

& Beavo, 2007). En effet la liaison de la PDE4D3 au niveau du complexe macromoléculaire de 

la mAKAP est très importante dans la régulation de l’interaction entre les différentes protéines 

du complexe comme la PKA, EPAC1, PP2A, MEK et ERK5 et module ainsi les différents 

signaux pro-hypertrophiques (Dodge et al., 2001; Dodge-Kafka et al., 2005). Les travaux de 

notre équipe ont récemment montré que la PDE4B et PDE4D sont localisées dans le complexe 

des LTCCs et que la PDE4B est importante pour la régulation β-AR de ces canaux (Leroy et 

al., 2011), alors que les travaux d’autres équipes ont montré que la PDE4D se colocalise avec 

le RyR2 et la SERCA2a régulant ainsi leur activité (Lehnart et al., 2005; Beca et al., 2011). 

D’autre part, il a été montré que la PDE3A se colocalise avec la SERCA2a et régule son activité 

(Beca et al., 2013), alors que la PI3Kγ interagit avec la PDE3A, PDE4A et PDE4B au niveau 

de la membrane sarcolemmale (Ghigo et al., 2012).  

La surexpression de canaux CNG modifiés génétiquement dans les cardiomyocytes, permet 

d’enregistrer un courant cationique dont l’amplitude est proportionnelle aux concentrations 

d’AMPc sous membranaires (Rochais et al., 2004). En utilisant les canaux CNG, il a été montré 

que les signaux AMPc sous membranaires émis par les récepteurs β-ARs sont régulés par la 

PDE3 et PDE4 (Rochais et al., 2004). Ces deux familles de PDEs régulent les signaux AMPc 

sous membranaires générés par différents récepteurs hormonaux couplés à Gs (β1-ARs, β2-ARs, 

récépteurs de la PGE1 et du glucagon) et des couplages fonctionnels spécifiques entre ces PDEs 

et différents récepteurs ont été mis en évidence (Rochais et al., 2006). 

La PDE4 joue un rôle clé dans le confinement des signaux AMPc/PKA générés sous stimulation 

β2-AR. Dans une étude réalisé par Nikolaev et al., il a été montré qu’une stimulation β2-AR 

locale de cardiomyocytes exprimant un senseur FRET pour l’AMPc, provoque une 

augmentation localisée des niveaux d’AMPc qui ne peut pas diffuser dans le reste de la cellule, 

alors que l’inhibition de la PDE4 permet une meilleure diffusion de l’AMPc dans les régions 

non stimulées des cardiomyocytes (Nikolaev et al., 2010). De plus, en utilisant des souris 

invalidées pour les récepteurs β1- ou β2-ARs, il a été montré qu’une stimulation β1-AR entraine 

une activation forte et maintenue de la PKA ainsi qu’une augmentation de la phosphorylation 

du PLB et de la contraction des myocytes, alors qu’une stimulation maintenue β2-AR provoque 

une activation transitoire de la PKA permettant de phosphoryler des substrats membranaires 
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mais pas le PLB. Par ailleurs, l’inhibition de PDE4 sous stimulation β2-AR entraine une 

augmentation de l’activité PKA, la phosphorylation du PLB et la contraction des myocytes 

(Soto et al., 2009). 

X.3. Rôle des AKAPs 

Les AKAPs jouent également un rôle clé dans la compartimentation de la signalisation AMPc, 

en localisant la PKA dans différents compartiments subcellulaires à proximité de ses substrats 

(Perino et al., 2012). Ces protéines d’ancrage servent de base pour l’organisation des 

microdomaines de signalisation AMPc en ancrant non seulement la PKA, mais aussi d’autres 

composants de la voie AMPc comme les récepteurs β-ARs, les AC, les phosphatases, et les 

PDEs, assurant ainsi l’intégration et l’interaction entre différentes voies de signalisation au 

niveau d’un microdomaine (Scott et al., 2013).   

L’ancrage de la PKA au niveau de différentes AKAPs, permet de déterminer les groupes de 

protéines phosphorylées par la kinase, comme cela avait été démontré par le travail de 

Benedetto et al. qui ont montré que l’activation des récepteurs β-ARs mobilise la PKA de type 

II alors que l’activation des récepteurs aux prostaglandines mobilise la PKA de type I 

(Benedetto et al., 2008). De plus, l’utilisation des peptides disrupteurs RIAD et SuperAKAP-

IS pour perturber l’interaction entre la PKA de type I-AKAP et PKA de type II-AKAP, 

respectivement, bloque cette spécificité d’action (Benedetto et al., 2008).  

Plusieurs AKAPs ont été montré jouer un rôle important dans la régulation du CEC. Par 

exemple, au niveau de la membrane plasmique, il a été montré que l’AKAP18α (AKAP7) 

adresse la PKA aux LTCCs (Gray et al., 1998). La PKA ancrée à ce niveau peut donc 

phosphoryler les LTCCs et augmenter leur probabilité d’ouverture. L’utilisation de peptides 

pour perturber cette interaction inhibe la potentialisation du courant ICa,L sous stimulation β-AR 

(Hulme et al., 2003). AKAP18δ (AKAP7) (un autre variant d’épissage du gène AKAP18) 

forme un complexe macromoléculaire avec la PKA, PLB et la SERCA2a dans les 

cardiomyocytes (Lygren et al., 2007), régulant ainsi l’activité de la SERCA2a via la 

phosphorylation du PLB par la PKA. Dans un récent travail par Jones et al., il a été montré que 

l’AKAP7 n’était pas nécessaire dans la régulation β-AR du courant ICa,L (Jones et al., 2012). 

Cependant, l’AKAP79 (AKAP5) peut également s’organiser dans un complexe avec la PKA, 

les AC5/6 et les LTCCs dans les fractions cavéolaires des cardiomyocytes. De plus, 

l’invalidation de l’AKAP79 a conduit à une perte de la régulation β-AR des LTCCs associés 
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aux fractions cavéolaires et des transitoires calciques (Nichols et al., 2010), suggérant que 

l’AKAP79 peut se substituer à l’AKAP7 dans la régulation β-AR du courant calcique (Gao et 

al., 1997). 

Une autre AKAP nommée Yotiao recrute la PKA et PP1 au niveau du canal potassique KCNQ1 

(responsable du courant IKs), qui joue un rôle dans la repolarisation cardiaque (Marx et al., 

2002). Récemment, il a été montré que l’AC9 peut se localiser au niveau du complexe organisé 

par Yotiao et facilite la phsophorylation de KCNQ1 par la PKA lors d’une stimulation β-AR 

(Li et al., 2012). De plus, une mutation chez des patients souffrant du syndrome du QT long a 

été identifiée au niveau de la protéine Yotiao (G589D) qui a pour conséquence une perturbation 

de l’interaction Yotiao-KCNQ1 (Piippo et al., 2001).  

Plusieurs AKAPs sont impliquées dans la signalisation hypertrophique comme la mAKAP, 

AKAP-Lbc et AKAP79/150 (Perino et al., 2012). En plus de son rôle d’AKAP pour la PKA, 

PKC et la PKD, AKAP-Lbc agit également comme un facteur d’échange de GDP pour la petite 

protéine G RhoA qui est impliquée dans la transcription de gènes prohypertrophiques (Diviani 

et al., 2001) et qui est activée par la voie de signalisation α1-AR/G12/13, et inhibée après 

phosphorylation par la PKA et le recrutement de la protéine régulatrice 14-3-3 qui bloque son 

activité d’échange de GTP (Diviani et al., 2004). AKAP-Lbc facilite également l’activation de 

la PKD qui phosphoryle et induit l’export d’HDAC5 et donc l’expression des gènes induit par 

MEF2 (Carnegie et al., 2008). Il semblerait également qu’AKAP-Lbc joue un rôle dans la 

modulation de la dynamique spatio-temporelle de la PKA. En effet, dans un travail récent, il a 

été montré que dans des lignées cellulaires, l’utilisation de petits ARN interférents pour bloquer 

l’expression d’AKAP-Lbc permet de réduire la phosphorylation du facteur de transcription 

CREB après stimulation à la forskoline (Wang et al., 2015). 

XI. Compartimentation de la voie AMPc/PKA dans le noyau 

En raison de l’importance du facteur de transcription CREB dans la transcription de protéines 

importantes dans la régulation de différents processus cellulaires notamment la protéine anti-

apoptotique Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) (Wilson et al., 1996), plusieurs travaux se sont 

intéressés à l’étude de la régulation de la voie AMPc/PKA dans le compartiment nucléaire dans 

différents types cellulaires. 
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Le modèle classique de la signalisation AMPc/PKA nucléaire stipule que la PKA holoenzyme 

n’est pas présente dans le noyau et que suite à une augmentation des niveaux d’AMPc, la PKA 

est activée dans le cytoplasme conduisant à une libération des sous-unités catalytiques qui 

entrent dans le noyau par un phénomène de diffusion passive (Hagiwara et al., 1993; 

Harootunian et al., 1993). En utilisant des senseurs FRET adressés au compartiment nucléaire, 

ce modèle a été validé dans plusieurs types de cellules comme les lignées cellulaires (Zhang et 

al., 2001; DiPilato et al., 2004; Sample et al., 2012), les adipocytes (Zhang et al., 2005), les 

neurones du cortex et du thalamus (Gervasi et al., 2007) ainsi que les cardiomyocytes (Yang et 

al., 2014; Haj Slimane et al., 2014). 

Cependant, certaines études vont à l’encontre de ce modèle. En effet, la présence de l’AC 

soluble (ACs) et de sous-unités régulatrices de la PKA a été montrée au niveau des noyaux des 

lignées cellulaires HeLa et l’activation de l’ACs par l’ion HCO3
- entraine la phosphorylation 

rapide du facteur de transcription CREB sur la sérine 133 (Zippin et al., 2004). Une deuxième 

étude plus récente réalisée par Sample et collégues, dans un modèle de lignée cellulaire HEK, 

combinant l’utilisation de senseurs FRET adressés pour la mesure des niveaux d’AMPc 

(ICUE3) et de l’activité PKA (AKAR) avec de la modélisation mathématique, montre qu’en 

plus de la translocation des sous-unités catalytiques de la PKA, il existe un autre pool de PKA 

holoenzyme fonctionnel localisé dans le noyau qui contribue également à la signalisation PKA 

nucléaire (Sample et al., 2012). Dans ce travail, un nouveau système nommé SMICUS 

(Spatiotemporal Manipulation of Intracellular cAMP Using sAC) a été développé qui consiste 

en l’utilisation de l’ACs adressée à différents compartiments (membrane, cytoplasme et noyau), 

ce qui permet après activation de l’ACs, une augmentation rapide et localisée de l’AMPc dans 

ces différents compartiments cellulaire. Ainsi, l’AMPc généré à la membrane plasmique active 

la PKA holoenzyme dans le cytoplasme et la translocation des sous-unités catalytiques dans le 

noyau entrainent une phosphorylation lente des substrats nucléaires. Dans ce cas, l’activité de 

la PKA holoenzyme nucléaire est très faible en raison de la dégradation de l’AMPc dans le 

noyau par une PDE4 localisée au noyau via une AKAP. En revanche, une forte concentration 

d’AMPc au niveau du noyau peut activer la PKA nucléaire et entraîner une phosphorylation 

rapide des substrats dans le noyau (Sample et al., 2012).  

Cependant, à ce jour il n’y a pas d’évidence solide montrant l’existence de composants de la 

PKA holoenzyme dans les noyaux de cardiomyocytes adultes (Welch et al., 2010). Des travaux 

réalisés par notre équipe et d’autres sur des cardiomyocytes de rat adulte et néonataux, montrent 
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qu’indépendamment du moyen utilisé pour induire une augmentation des niveaux d’AMPc, les 

cinétiques d’activation de la PKA sont beaucoup plus lentes dans le noyau que dans le 

cytoplasme (Yang et al., 2014; Haj Slimane et al., 2014). De ce fait, une stimulation brève (15 

s) des récepteurs β-ARs induit la phosphorylation d’un substrat cytoplasmique de la PKA, la 

MyBP-C, mais pas de CREB (Yang et al., 2014; Haj Slimane et al., 2014). Ces différences de 

cinétiques entre l’activaton de la PKA nucléaire et cytosolique s’expliqueraient par la 

translocation (lente) de la sous-unité catalytique de la PKA du cytosol vers le noyau, de sorte 

qu’une stimulation brève des récepteurs β-ARs permet d’augmenter la contractilité alors qu’il 

faut une activation maintenue des récepteurs β-ARs pour augmenter l’activité 

transcriptionnelle. Dans ce travail, nous avons également pu montrer dans des cardiomyocytes 

de rat adulte que sous stimulation β-AR, la PDE4 mais pas la PDE3 est impliquée dans la 

régulation de l’activité PKA nucléaire et que dans les cardiomyocytes issus de souris invalidées 

pour la PDE4D (Jin et al., 2005), l’activité PKA nucléaire induite sous stimulation β-AR est 

fortement augmentée en comparaison aux souris sauvages (Haj Slimane et al., 2014), suggérant 

que la cardiomyopathie dilatée développée par les souris PDE4D KO pourrait être liée en partie 

à une augmentation de l’activité transcriptionnelle PKA-dépendante. Cependant, dans une autre 

étude réalisée par Ding et collégues, il a été montré que la PDE3A régule l’apoptose des 

cardiomyocytes via son implication dans  une boucle de rétrocontrôle négatif de la voie CREB-

ICER-Bcl-2 (cf. § VIII.2.) (Ding et al., 2005b). 

Plusieurs mécanismes sont impliqués dans l’arrêt de la signalisation PKA nucléaire. Une fois 

dans le noyau, les sous-unités catalytiques vont se lier au PKI, qui va induire leur export vers 

le cytoplasme ou elles vont se réassocier avec les sous-unités R pour reformer à nouveau la 

PKA holoenzyme (cf. § V.3.) (Fantozzi et al., 1994). Un autre mécanisme est la 

déphosphorylation des substrats de la PKA par les phosphatases. Dans ce contexte, nous avons 

précédemment montré que sous stimulation β-AR, les PP1 et PP2A contribuent de façon 

majoritaire dans l’activité phosphatase au niveau du cytoplasme, alors qu’au niveau nucléaire, 

la PP1 semple jouer un rôle plus important (Haj Slimane et al., 2014), ce qui est en accord avec 

d’autres travaux plus anciens montrant le rôle de PP1 dans la déphosphorylation du facteur de 

transcription CREB (Hagiwara et al., 1992). 
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XII. Altérations dans la voie AMPc/PKA au cours de 

l’insuffisance cardiaque 

L’insuffisance cardiaque est un syndrome caractérisé par une diminution du débit cardiaque 

suite à un défaut de contractilité ou de relaxation, ou des deux. Au stade précoce de la 

diminution de la fonction cardiaque, une augmentation de l’activité sympathique préserve le 

débit cardiaque. A mesure que la fonction cardiaque se détériore, l’activité sympathique 

augmente ce qui conduit à davantage de changements pathologiques conduisant à la 

détérioration de la structure et de la fonction cardiaque (Brum et al., 2006). De plus, une 

stimulation β-AR maintenue est corrélée à une détérioration de la fonction ventriculaire gauche 

et à la mortalité (Thomas & Marks, 1978). Cette détérioration est expliquée en partie par la 

surcharge calcique des cardiomyocytes, qui conduit à la mort cellulaire (Communal et al., 

1998). 

Afin de prévenir les effets délétères de l’activation chronique des récepteurs β-ARs, plusieurs 

mécanismes se mettent en place. L’exposition chronique aux catécholamines induit la 

désensibilisation des récepteurs, un mécanisme qui est initié par la phosphorylation des 

récepteurs β-ARs par différentes kinases comme la PKA, la PKC, la GRK2 et GRK5 et qui 

conduit à terme à bloquer l’interaction des récepteurs avec les protéines Gαs ainsi que 

l’internalisation des récepteurs (cf. § III.3.5.) (Pierce et al., 2002). Dans le cas d’une stimulation 

β-AR chronique, les récepteurs β-AR seront dégradés dans les lysosomes conduisant à une 

diminution de la densité des récepteurs β-AR présents au niveau de la membrane plasmique 

(Claing et al., 2002). Ainsi, en insuffisance cardiaque humaine, les niveaux des récepteurs β1-

ARs diminuent d’environ 60%, alors que ceux des récepteurs β2-ARs sont inchangés (Bristow 

et al., 1986). De plus, l’expression des GRKs est augmentée au cours de l’insuffisance 

cardiaque chez l’Homme (Ungerer et al., 1993). L’augmentation de l’expression des protéines 

Gi au cours de l’insuffisance cardiaque (Eschenhagen et al., 1992) est souvent associée à une 

augmentation de la signalisation β2-AR via les protéines Gαi et à une diminution de la 

contraction cardiaque en réponse à une stimulation β-AR (Zhu et al., 2005). 

En raison de la nature de la PKA holoenzyme (l’inhibition des sous-unités catalytiques par les 

sous-unités régulatrices) et de l’importance de son interaction avec les AKAPs dans la 

modulation de la spécificité d’action de la PKA, toute modification dans l’expression des sous-

unités de la PKA, des AKAPs ou de leur interaction peut affecter la compartimentation de la 
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PKA et introduire des modifications dans la phosphorylation des différents substrats de la PKA, 

participant ainsi aux effets délétères de l’activation chronique des récepteurs β-ARs lors de 

l’insuffisance cardiaque. L’expression des sous-unités catalytiques de la PKA ne semble pas 

être modifiée en insuffisance cardiaque. En revanche, l’expression des sous-unités régulatrices 

est diminuée. En comparaison aux sujets sains, il y a une réduction de 40 à 50% dans 

l’expression de la RIα et de 30 à 50% de la RIIα dans les cœurs humains avec une 

cardiomyopathie dilatée (Zakhary et al., 1999; Aye et al., 2012). De plus, il semblerait qu’il y 

ait également des changements dans l’interaction PKA-AKAP au cours de l’insuffisance 

cardiaque humaine, notamment une augmentation de l’interaction entre la PKA et SKIP, 

AKAP2, AKAP18 et une diminution de son interaction avec AKAP1 et Yotiao (Aye et al., 

2012). La phosphorylation de PLB et TnI est diminuée dans l’insuffisance cardiaque (Zakhary 

et al., 1999; Schwinger et al., 1999). Ceci pourrait être expliqué par la diminution de la 

phosphorylation des sous-unités RIIα et donc une réduction de leurs affinité pour les AKAPs 

(Zakhary et al., 2000). Des modifications dans l’expression de protéines régulatrices des 

phosphatases sont également observées, notamment une réduction dans l’expression de 

l’inhibiteur endogène de la PP1 (I-1) au cours de l’insuffisance cardiaque humaine, suggérant 

que l’activité de PP1 est augmentée ce qui participerait à la déphosphorylation du PLB observée 

au cours de l’insuffisance cardiaque (El-Armouche et al., 2004). 

D’autres mécanismes à travers lesquels les cellules s’adaptent à une stimulation β-AR 

chronique, sont les modifications dans la localisation, l’expression et l’activité de certaines 

PDEs. Ces modifications peuvent se produire au stade précoce de l’hypertrophie cardiaque. En 

utilisant un modèle de souris transgéniques exprimant le senseur FRET pmEPAC1-camps dans 

le cœur et ayant subi une constriction de l’aorte ascendante, conduisant à une hypertrophie 

compensée, Perera et collégues, ont montré qu’à ce stade il n’y avait pas de changements dans 

l’activité totale des PDEs, ni de désensibilisation des récepteurs β-ARs. En revanche, il y avait 

une relocalisation de la PDE2 des récepteurs β1-ARs vers les récepteurs β2-ARs ainsi qu’une 

diminution de la contribution de la PDE3 dans le contrôle des signaux AMPc générés par 

activation des récepteurs β2-ARs. Ceci conduit à une modification dans l’interaction entre la 

voie du GMPc et de l’AMPc et à une augmentation de l’effet inotrope positif d’une stimulation 

β1-AR lors d’une augmentation du GMPc par l’ANP (Perera et al., 2015). De plus, le même 

groupe a montré sur des souris exprimant dans le cœur un senseur FRET AMPc adressé au 

réticulum sarcoplasmique (EPAC1-camps-PLN), que lors du stade hypertrophique des 

changements au niveau du microdomaine de la SERCA peuvent se produire avec une 
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diminution de la contribution de la PDE4 et une augmentation de celle de la PDE2 dans le 

contrôle des niveaux d’AMPc (Sprenger et al., 2015). Cependant, les isoformes exactes de 

PDE2, PDE3 et PDE4 impliquées dans ces changements ne sont pas encore déterminées. 

Plusieurs études ont montré une réduction de l’expression et/ou de l’activité de la PDE3 et 

PDE4 dans plusieurs modèles animaux d’insuffisance cardiaque et chez l’Homme. En 

revanche, l’insuffisance cardiaque ou l’hypertrophie sont généralement accompagnées d’une 

augmentation de l’expression de la PDE1A, PDE2 et PDE5 (Guellich et al., 2014). Cependant, 

ces changements peuvent êtres des processus adaptatifs ou maladaptatifs. L’inhibition 

pharmacologique de la PDE3, initialement décrite comme une stratégie pour compenser le 

déficit de synthèse d’AMPc et améliorer la fonction cardiaque, augmente la survenue 

d’arythmies et conduit à la mort subite chez les patients traités de manière chronique (Bedioune 

et al., 2016). De façon similaire, l’inhibition de la PDE4 ou son invalidation provoque la 

survenue d’arythmies ventriculaires et le développement de cardiomyopathie dilatée (Lehnart 

et al., 2005; Leroy et al., 2011). Nous avons récemment montré que l’expression de la PDE2 

est doublée au cours de l’insuffisance cardiaque humaine (Mehel et al., 2013). Les mêmes 

observations ont été obtenues dans un modèle de rat sous stimulation β-AR chronique avec une 

activité hydrolytique d’AMPc dépendante de la PDE2 4 fois plus élevée en comparaison avec 

les rats normaux (Mehel et al., 2013). De plus, la surexpression de la PDE2 semble avoir des 

effets protecteurs contre les effets délétères d’une stimulation β-AR chronique (cf. § III.5.2.) 

(Vettel et al., 2016). Ainsi, nous investiguons actuellement dans l’équipe la possibilité de 

surexprimer et d’activer les PDE2, PDE3 ou PDE4 comme nouveau moyen thérapeutique pour 

réduire les effets délétères du stress catécholaminergique en insuffisance cardiaque. 

Des études de SICM (scanning ion conductance microscopy) ont montré une diminution de la 

densité des tubules T dans les cardiomyocytes insuffisants de rat et chez l’Homme (Lyon et al., 

2009). De plus, la dysfonction ventriculaire gauche dans des modèles murins d’insuffisance 

cardiaque et chez l’Homme est associée à une diminution d’expression de la cavéoline-3 (Feiner 

et al., 2011; Barbagallo et al., 2016). Ainsi, ces modifications structurales des cardiomyocytes 

au cours de l’insuffisance cardiaque provoque une redistribution des récepteurs β2-ARs vers les 

crêtes des cardiomyocytes ainsi qu’un découplage de leurs microdomaines, ce qui conduit à une 

perte du confinement des signaux AMPc générés par les récepteurs β2-ARs (Nikolaev et al., 

2010) et des modifications dans la phosphorylation PKA dépendante de différents substrats 

impliqués dans le CEC. Dans une étude réalisée par Barbagallo et collégues, il a été montré en 
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utilisant des senseurs FRET pour la PKA adressés à la membrane plasmique (PM-AKAR3), au 

réticulum sarcoplasmique (SR-AKAR3) et aux myofilaments (MF-AKAR3) et exprimés dans 

des cardiomyocytes de lapins sains, que contrairement aux récepteurs β1-ARs qui ont la capacité 

d’activer la PKA au niveau de la membrane plasmique, du réticulum sarcoplasmique et des 

myofilaments, l’activation de la PKA induite par les récepteurs β2-ARs est seulement détecté à 

la membrane plasmique et du réticulum sarcoplasmique. En revanche, chez les lapins 

insuffisants cardiaques, les récepteurs β2-ARs ont la capacité d’activer la PKA au niveau des 

myofilaments et d’induire la phosphorylation de la TnI. De plus, la réintroduction de la 

caveoline-3 dont l’expression est réduite dans ce modèle d’insuffisance cardiaque, prévient de 

manière efficace la capacité des récepteurs β2-ARs à activer la PKA au niveau des myofilaments 

(Barbagallo et al., 2016). 
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BUT DE L’ETUDE 

La rapidité et la spécificité d’action des différentes hormones et neuromédiateurs qui 

augmentent le second messager AMPc et la protéine kinase PKA dans les myocytes cardiaques 

est assurée par la capacité de la cellule à distinguer entre ces différents stimuli notamment grâce 

à la localisation des récepteurs au niveau des différentes structures membranaires, ainsi que les 

protéines avec lesquelles les récepteurs interagissent, et en aval grâce aux PDEs et aux protéines 

d’ancrage de la PKA. Cette spécificité d’action des hormones sur les cellules leur confère la 

capacité d’activer la voie de l’AMPc/PKA dans certains organelles de la cellule et pas dans 

d’autres, mais également d’activer cette voie dans certains microdomaines au sein de la cellule. 

Plusieurs études ont par ailleurs montré que cette régulation peut être altérée au cours des 

pathologies cardiaques, notamment l’hypertrophie et l’insuffisance cardiaque (Abi-Gerges et 

al., 2009; Nikolaev et al., 2010; Aye et al., 2012; Barbagallo et al., 2016). Par conséquent, la 

compréhension de la régulation de cette voie au niveau des différents compartiments de la 

cellule ainsi que les différentes altérations pouvant avoir lieu dans la pathologie, constitue une 

première étape pour développer de nouvelles stratégies plus ciblées pour le traitement de 

l’insuffisance cardiaque. 

L’activation aigüe de la voie de l’AMPc/PKA joue un rôle fondamental dans la régulation de 

la fonction cardiaque, car elle conduit à une augmentation de la contraction cardiaque au cours 

de l’effort en phosphorylant les différents acteurs du couplage excitation-contraction. En 

revanche, l’activation chronique de cette voie est délétère, car elle provoque une surcharge 

calcique responsable d’une part de la survenue d’événements arythmiques (Bobin et al., 2016) 

et d’autre part de l’induction de l’hypertrophie par l’intermediaire des voies de la calcineurine 

et de la kinase activée par le complexe Ca2+-calmoduline de type II (CaMKII) qui régule 

nottament les HDAC4 et HDAC5 (Backs et al., 2006, 2008). Les effets délétères de l’activation 

chronique de la voie AMPc/PKA passent également en partie via la régulation de facteurs de 

transcription nucléaires et des HDACs par PKA qui participent au remodelage hypertrophique 

et à l’insuffisance cardiaque. Toutefois, les mécanismes de transduction du signal AMPc/PKA 

au niveau nucléaire sont mal compris. Dans une première partie de ma thèse, j’ai donc étudié 

la dynamique spatiotemporelle de la signalisation AMPc/PKA dans les noyaux des 

cardiomyocytes. Dans un premier temps la dynamique d’activation de la PKA dans les 

compartiments cytoplasmiques et nucléaires a été comparée, avant d’étudier le rôle des 
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phosphodiestérases de type 3 et 4 ainsi que celui des phosphatases de type 1 et 2 dans la 

régulation de l’activité PKA nucléaire induite par stimulation des récepteurs β-ARs. Ce travail 

a été récemment publié (Haj Slimane et al., 2014). 

Il existe principalement deux sous-types de récepteurs β-ARs exprimés dans le cœur, β1- et β2-

ARs. En plus des différences dans leurs effets contractiles, ces récepteurs exercent des effets 

opposés sur la survie des cardiomyocytes, les récepteurs β1-ARs ayant un effet pro-apoptotique 

alors que les récepteurs β2-ARs exercent un effet anti-apoptotique (Communal et al., 1999; 

Chesley et al., 2000; Zhu et al., 2003; Zhang et al., 2013). De plus, contrairement à la nature 

diffuse des signaux AMPc générés par les récepteurs β1-ARs, ceux émis par les récepteurs β2-

ARs sont confinés dans des microdomaines sous-membranaires (Nikolaev et al., 2006). Ainsi, 

dans la deuxième partie de ma thèse, je me suis intéressé à l’étude de la régulation différentielle 

de l’activité PKA cytoplasmique et nucléaire par les récepteurs β1- et β2-ARs, ainsi qu’aux 

effets de la stimulation des récepteurs β1- et β2-ARs sur l’expression des gènes régulés par la 

PKA. 

Comme précédemment mentionné, la spécificité d’action de l’AMPc est assurée par plusieurs 

éléments. Dans le cas des récepteurs β2-ARs, leur localisation subcellulaire au sein de 

microdomaines membranaires comme les cavéoles, ainsi que les différentes protéines avec 

lesquelles ils interagissent comme les protéines Gi, sont connus pour être importants dans le 

confinement et la différentiation des signaux β2-ARs de ceux générés par les récepteurs β1-ARs. 

La phophorylation des récepteurs β2-ARs par la GRK2 est impliquée également dans leur 

désensibilisation. Ainsi, je me suis intéressé au rôle que peuvent jouer ces différents éléments 

dans la régulation de l’activité PKA nucléaire sous stimulation β2-ARs. 

Dans le premier travail auquel j’ai participé ainsi que dans d’autres travaux réalisés par d’autres 

équipes, il a été montré que la PDE4 joue un rôle majeur dans la régulation de l’activité PKA 

cytoplasmique et nucléaire (Sample et al., 2012; Haj Slimane et al., 2014). Dans ce contexte, 

j’ai étudié la contribution des PDE3 et PDE4 dans la régulation de l’activité PKA induite par 

les récepteurs β1- et β2-ARs. 

Les AKAPs jouent également un rôle clé dans la spécificité et la rapidité d’action de l’AMPc, 

et ce en localisant la PKA dans différents compartiments subcellulaires à proximité de ses 

substrats (Perino et al., 2012). De nombreux travaux réalisés par Michael Kapiloff sur la 

mAKAP ont souligné son importance dans la régulation d’une multitude de voies de 
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signalisation impliquant l’AMPc et ses effecteurs EPAC1 et PKA près du noyau, et ce grâce à 

sa localisation au niveau de la membrane périnucléaire. En raison de la proximité de la mAKAP 

du noyau, ainsi que sa localisation extranucléaire (la rendant compatible avec le model classique 

de la signalisation PKA nucléaire), nous nous sommes ainsi intéressés à cette AKAP et à son 

rôle dans la régulation de la dynamique spatiotemporelle de la PKA aux noyaux. 

Plusieurs travaux ont montré qu’au cours de l’insuffisance cardiaque, les signaux AMPc 

générés par les récepteurs β2-ARs perdent leur aspect confiné et deviennent diffus, ce qui 

conduit à la phosphorylation de novo de substrats, qui ne sont pas accessibles par les signaux 

des récepteurs β2-ARs en condition normale (Nikolaev et al., 2010; Barbagallo et al., 2016). 

Par conséquent, nous avons étudié si cette perte de confinement pouvait également affecter la 

signalisation PKA nucléaire.
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MATERIEL ET METHODES 

I. Modèles animaux 

Toutes les expériences ont été réalisées conformément à la directive européenne 2010/63 

relative à la protection des animaux utilisés à des fins scientifiques et à sa transposition dans le 

droit français (décret 2013-118 et cinq arrêtés datés du 1er février 2013).  

Les autorisations nécessaires ont été délivrées par le ministère de la Recherche et de 

l’Enseignement Supérieur après avis du comité d’éthique local (CEEA n° 26). Les animaux ont 

été hébergés au sein de la plateforme « Animalerie et exploration fonctionnelle » (Animex) de 

l’IPSIT (Faculté de Pharmacie, Châtenay-Malabry), plateforme d’hébergement et d’exploration 

fonctionnelle du petit animal, agréé par le ministère de l’Agriculture. 

I.1. Rats adultes 

Nous avons utilisé dans cette étude des rats (Rattus norvegicus) adultes mâles appartenant à la 

souche Wistar (Janvier, Le Genest St Isle, France). Il s’agit d’une souche polyvalente de rats 

albinos, sélectionnés par Donaldson en 1906 au Wistar Institute (USA). Ces rats sont hébergés 

quelques jours à la plateforme Animex de l’IPSIT (Faculté de Pharmacie, Châtenay-Malabry) 

avant d’être utilisés pour les expérimentations. 

I.2. Modèle animal d’insuffisance cardiaque 

La chirurgie a été effectuée par Valérie Domergue et Florence Lefebvre sur la plate-forme 

AnimEx de l’IPSIT. L’intervention chirurgicale a été réalisée sur des rats mâles Wistar âgés de 

3 semaines (poids ≈ 60 g), anesthésiés par un mélange de kétamine à 50 mg/kg et xylazine à 10 

mg/kg et placés sous ventilation. Une thoracotomie a été réalisée pour procéder à la sténose 

aortique, afin d’induire une surcharge de pression en aval du ventricule gauche. Pour cela, un 

clip en titane (Hemoclip plus small, WK533835, Teleflex Medical) a été placé sur la partie 

ascendante de l'aorte thoracique, entre le cœur et la crosse aortique, et fermé à l’aide d’une 

pince calibrée (diamètre interne du clip de 0,6 mm). La constriction et la sténose progressive 

de l’aorte se mettent en place au cours du développement de l’animal. Les rats contrôles 

(SHAM) du même âge ont subi la même procédure chirurgicale sans mise en place du clip. Une 
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administration d’un analgésique, la buprénorphine (Buprecare®, AXIENCE, Pantin, France) à 

la dose de 0,05 mg/kg/jour pendant 3 jours a été réalisée en post-opératoire. 

22 semaines après la chirurgie, les rats ont été sacrifiés afin de prélever le cœur et réaliser les 

différentes expériences. Lors de l’étape de dissection, le poids du corps, du cœur, des poumons, 

des reins, du foie ont été mesurés puis normalisés à la longueur du tibia. La constatation d’une 

augmentation du poids du cœur et de celui des poumons ainsi que les symptômes liés à la 

pathologie tels que l’épanchement pleural et l’ascite observés lors de la dissection ont permis 

de caractériser et de valider notre modèle de rat insuffisant cardiaque. 

II. Isolement cellulaire et culture primaire 

II.1. Isolement des myocytes ventriculaires de rat adulte 

Afin de travailler dans les meilleures conditions de stérilité, toutes les solutions sont filtrées 

(avec un filtre à pores de 0,22 µm). 

Les rats Wistar mâles (250-300 g) sont anesthésiés par injection intra-péritonéale de 

pentobarbital (0,1 mg/g). Après thoracotomie, le cœur est rapidement prélevé et plongé dans 

une solution de lavage froide A (Table 5), afin de le rincer de son sang et d’arrêter les 

battements cardiaques. Il est ensuite très rapidement canulé par son aorte sur un système de 

perfusion rétrograde de type Langendorff placé sous hotte à flux laminaire. La dissociation des 

cardiomyocytes ventriculaires se fait par perfusion d'une solution physiologique enzymatique 

dans le cœur par les coronaires (perfusion rétrograde). Tous les territoires cardiaques sont ainsi 

atteints et la matrice extracellulaire correctement digérée, sans toutefois altérer la membrane 

des cellules qui conservent ainsi leur intégrité. La procédure se fait en deux étapes en utilisant 

deux solutions constamment oxygénées et maintenues à 37°C. Le cœur est tout d’abord perfusé 

par la solution de lavage A pendant quatre minutes à un débit constant de 4 mL/min, imposé 

par une pompe péristaltique, permettant ainsi d’éliminer le sang restant dans le système 

coronarien et dans les cavités cardiaques. Pendant ce temps, les oreillettes sont éliminées. Le 

cœur est ensuite digéré par une solution enzymatique B (Table 5) contenant de la collagénase 

A (1 mg/mL, Roche Diagnostics, Mannheim, Allemagne) et 20-25 μM de calcium libre pendant 

45 min à un débit de perfusion de 4 mL/min. Lors de la dissociation des cardiomyocytes 

ventriculaires de rat adulte ayant subit une sténose aortique, la concentration de collagénase A 

est doublée (2 mg/mL) et le temps de digestion est prolongé à 1 heure. 
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A la fin de la digestion, les deux ventricules sont disposés dans la solution C (Table 5) contenant 

20-25 μM de calcium. Les ventricules sont finement découpés et la dissociation mécanique 

permet de libérer les cellules du ventricule dans le milieu. Le mélange est passé sur filtre et mis 

à décanter à 37°C. Le culot obtenu est resuspendu dans la solution C et placé sous agitation 

lente. La remontée calcique s’effectue par paliers afin d’éviter la surcharge des myocytes en 

Ca2+. D'abord avec 70-75 μM de Ca2+ puis 320-325 μM de Ca2+ par ajout de CaCl2. Après 

décantation, le surnageant est aspiré et le culot resuspendu dans la solution D (Table 5) 

contenant 300 μM de Ca2+ et 5 mg/mL d’albumine de sérum bovin (BSA), celle-ci permet de 

séparer les cellules mortes des vivantes par décantation pendant 10 min. Cette étape est répétée 

une seconde fois avant de suspendre le culot cellulaire dans le milieu de culture M1 (Table 6) 

contenant 1,2 mM de Ca2+. 

 

 Solutions (en mM) 

 A B C D 

NaCl 117 117 117 117 

KCl 5,7 5,7 5,7 5,7 

NaHCO3 4,4 4,4 4,4 4,4 

KH2PO4 1,5 1,5 1,5 1,5 

MgCl2 1,7 1,7 1,7 1,7 

HEPES 21 21 21 21 

Glucose 11,7 11,7 11,7 11,7 

Créatine 10 10 10 10 

Taurine 20 20 20 20 

Collagénase A - 1 mg/mL - - 

EGTA - 0,312 - - 

Ca2+ libre - 0,02-0,025 0,02-0,025 0,3 

BSA - - - 5 mg/mL 

pH à température 

ambiante 
7,1 7,1 7,1 7,6 

 

Table 5 : Composition des solutions nécessaires à la dissociation de cardiomyocytes 

ventriculaires de rat adulte 
La concentration en Ca2+ libre est ajustée pour chaque solution considérée par ajout de CaCl2 
(1 M, Sigma Aldrich) et mesurée par une électrode à Ca2+ préalablement étalonnée. 
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 Milieu M1 Milieu M2 

Milieu MEM (M4780, Sigma) oui oui 

HEPES 20 mM 20 mM 

Pénicilline-Streptomycine 1% 1% 

SVF 2,5% - 

pH à température ambiante 7,6 7,6 

 

Table 6 : Composition des milieux de culture utilisés pour la culture primaire des 

cardiomyocytes ventriculaires de rat adulte 
SVF : sérum de veau fœtal. 
 

II.2. Culture des cardiomyocytes ventriculaires de rat adulte 

Les cellules en suspension dans le milieu M1 sont comptées à l’aide d’une cellule de Malassez 

puis réparties dans les différentes boites de Pétri (35 mm à fond de verre ou 50 mm) ou dans 

des plaques de 24 puits contenant des lamelles de verres, préalablement traitées avec de la 

laminine (Invitrogen) à 10 µg/mL pour permettre l’adhésion des cardiomyocytes. Les cellules 

sont ensemencées à raison de 10000 cellules par boîte pour les expériences de FRET, d’ionoptix 

et d’imagerie en microscopie confocale, 200000 cellules par boîte de 50 mm pour les 

expériences de biochimie et 300000 cellules par boîte de 50 mm pour la mesure de l’expression 

des gènes par RT-qPCR. 

Les boites sont ensuite placées dans un incubateur à 37°C (95% O2, 5% CO2). Une heure après, 

le milieu M1 est remplacé par du milieu M2 (Table 6) sans sérum de veau fœtal (SVF) 

contenant ou non les adénovirus.  

II.3. Infection adénovirale 

Les adénovirus sont utilisés à différentes concentrations selon leur capacité d’infection et leur 

mode d’utilisation (simple ou double infection). Cela peut également varier selon le gène à 

surexprimer ou à réprimer. La multiplicité d’infection (MOI) est définie comme étant le nombre 

de particules virales actives par cellule. La MOI optimale et la durée d’expression optimale sont 

déterminées afin d’obtenir une expression de la protéine ou une réduction dans l’expression de 

la protéine (dans le cas de l’utilisation d’un Ad.shRNA) dans pratiquement 100% des cellules 

(Table 7). A noter que la spécificité de l’adressage des sondes FRET aux compartiments visés 
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dépend non seulement de la concentration de l’adénovirus utilisé mais aussi du temps 

d’expression de la protéine. Les myocytes sont maintenus en culture (24, 48 ou 72 heures), en 

l’absence de sérum (SVF) afin de minimiser les effets de la différenciation cellulaire. 

Adénovirus MOI 
Durée 

d’infection 
Source 

Ad.AKAR3-NES 

200 
1000 
1000 

48h 
24h 
 72h 

(Allen & Zhang, 2006) 

Ad.AKAR3-NLS 

200 
1000 
1000 

48h 
24h 
 72h 

(Allen & Zhang, 2006) 

Ad.EPAC-SH187
 1000 24 / 48h (Klarenbeek et al., 2015) 

Ad.EPAC-SH187-3NLS 1000 24 / 48h Welgen Inc. 

Ad.Cav3 2000 48h (Koga et al., 2003) 

Ad.Cav3DN 2000 48h (Koga et al., 2003) 

Ad.βARK-ct 1000 48h (White et al., 2000) 

Ad.PKI 1000 48h (Lum et al., 1999) 

Ad.PKI-NES 250 24h Construit au laboratorie 

Ad.PKI-3NLS 250 24h Construit au laboratorie 

Ad.mAKAPβ shRNA 2000 72h (Dodge-Kafka et al., 2005) 

Ad.Control shRNA 2000 72h (Dodge-Kafka et al., 2005) 

Ad.β-galactosidase 

250 
1000 
2000 

24h 
 48h 
48h 

Cell Biolabs, Inc, USA 

 

Table 7 : Liste des différents adénovirus utilisés et leurs conditions d’utilisation pour 

une infection optimale des cardiomyocytes ventriculaires de rat 

III. Mesure en temps réel des niveaux d’AMPc et de l’activité 

PKA intracellulaire 

III.1. Principe de la fluorescence 

Une molécule fluorescente (fluorophore) possède la propriété d’absorber de l’énergie 

lumineuse (lumière d’excitation) et de la restituer rapidement sous forme de lumière 

fluorescente (lumière d’émission). En effet, lorsque la molécule absorbe un photon, elle change 
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de niveau d’énergie électronique et passe de l’état fondamental S0 à l’état excité S1. Le retour 

de la molécule excitée à l’état fondamental peut alors se faire de différentes manières. L’une 

d’entre elles est l’émission d’un photon, c’est le phénomène de fluorescence (Figure 19). 

Chaque fluorophore est caractérisé par ses longueurs d’onde d’excitation et d’émission. En 

excitation monophotonique, les photons émis ont toujours une longueur d’onde plus grande que 

les photons absorbés. Ce déplacement du spectre d'émission vers des longueurs d'onde plus 

élevées, décrit par la loi de Stokes, est essentiel pour la séparation et la détection de la lumière 

de fluorescence délivrée par le fluorophore (Figure 19). 

 

 

 

Figure 19 : Diagramme de Jablonski simplifié (A) et déplacement du spectre d’émission 

de la fluorescence (B) 

D’après (Szepetiuk et al., 2012). 
 

III.2. Le transfert d’énergie de fluorescence par résonance 

III.2.1. Principe 

Le principe du transfert d’énergie de fluorescence par résonance (FRET, fluorescence 

resonance energie transfert) a été décrit par Förster en 1948. Il s’agit d’un processus par lequel 

l'énergie est transférée, de façon non radiative, d'un fluorophore dans un état excité (le donneur) 
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à un second fluorophore (l'accepteur). L'énergie absorbée par le premier fluorophore est 

dissipée par émission de fluorescence de celui-ci, à moins qu’il ne se trouve à proximité d’un 

fluorophore accepteur. Un transfert d’énergie de fluorescence du donneur vers l’accepteur 

résultera dès lors, en une diminution du signal de fluorescence du donneur et en une 

augmentation de l’émission de fluorescence de l’accepteur. Les conditions requises pour 

observer ce phénomène sont définies par le recouvrement du spectre d’émission du donneur et 

du spectre d’excitation de l’accepteur, la distance entre les fluorophores considérés (<100 Å) et 

une orientation appropriée des dipôles de transition électronique (Figure 20). Les méthodes 

permettant de mesurer l’efficacité de ce transfert sont donc particulièrement bien adaptées à 

l’étude des interactions entre macromolécules. Le FRET peut être considéré comme une règle 

spectroscopique permettant non seulement de colocaliser 2 macromolécules avec une résolution 

supérieure à celle obtenue par imagerie de fluorescence, de mesurer la distance entre 2 

fluorophores, mais également comme dans notre cas, de mesurer des activités enzymatiques 

d’intérêt biologique. 

 

 

Figure 20 : Les conditions requises pour le FRET (exemple de FRET entre une CFP et 

une YFP) 

Le transfert d’énergie a lieu entre deux fluorophores lorsque le spectre d’émission du donneur 
recouvre le spectre d’absorption de l’accepteur (A) et lorsque ces fluorophores présentent une 
orientation et une distance (<100 Å) favorables (B). 

III.2.2. Installation de FRET 
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Les boîtes de Pétri contenant les cellules infectées sont placées sur la platine d'un microscope 

inversé (Nikon) muni d’un objectif 40x à huile, relié à une caméra CCD (Cooled charge coupled 

camera, Cool SNAP HQ2), le tout connecté à un logiciel d’acquisition (Metafluor, Molecular 

Devices, Sunnyvale, CA, USA). 

Les cellules fluorescentes sont sélectionnées et placées à l'embouchure d’un système de 

perfusion externe contenant les différentes solutions utilisées. La CFP est excitée pendant 300 

ms par une lampe Xenon (100W, Nikon) en utilisant un filtre de 440/20BP (bandepass) ainsi 

qu’un miroir dichroïque 455LP (longpass). Deux images séparées aux longueurs d’onde de la 

CFP et de la YFP sont obtenues grâce à un splitter ou séparateur d’images (Dual View, 

Hamamatsu) équipé d’un miroir dichroïque 510LP et de deux filtres; BP 480/30nm pour la CFP 

et 535/25 nm pour la YFP (Figure 21). La caméra acquiert une image toutes les 5 secondes, 

ces images sont par la suite stockées dans l’ordinateur. 

 

 

 

Figure 21 : Schéma récapitulatif d'une installation de FRET 

III.2.3. Analyse des données 

L’intensité moyenne de fluorescence de la CFP et de la YFP est mesurée dans une région 

d’intérêt qui comprend toute la surface de la cellule pour les cellules exprimant une sonde 
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cytoplasmique et seulement la région du noyau pour les cellules exprimant une sonde nucléaire. 

Afin d’éliminer le bruit de fond, une région dans l’image ne contenant aucune cellule est 

sélectionnée puis soustraite des intensités de la CFP et la YFP du cytoplasme ou des noyaux. 

Le rapport CFP/YFP est utilisé comme index du niveau d’AMPc, alors que le rapport YFP/CFP 

est utilisé comme index de l’activité de la PKA. Toutefois, dû au chevauchement des spectres 

d’émission de la CFP et de la YFP (bleed through) (Figure 20), dans notre installation de FRET, 

66% de l’émission de la CFP est mesurée dans le canal de la YFP pour les senseurs AKAR3 et 

52% de l’émission de la mTurquoise est mesurée dans le canal de la Venus pour les senseurs 

EPAC-SH187. Les rapports de fluorescence corrigés sont donc calculés comme suit :  

EPAC-SH187 CFP/YFP = CFP/[YFP-(0,52×CFP)] 

AKAR3 YFP/CFP = [YFP-(0,66×CFP)]/CFP 

Les résultats sont représentés sous forme de pourcentage d’augmentation par rapport au ratio 

basal. La répétition de la même expérience plusieurs fois nous permet d’exprimer les résultats 

sous forme de valeurs moyennes ± des erreurs standards (SEM). 

Les images illustrant les valeurs du ratio CFP/YFP ou YFP/CFP corrigé en pseudo-couleurs ont 

été obtenues en utilisant un « plugin » dédié sur le logiciel ImageJ 1.46e (National Institutes of 

Health, USA). L’application d’une LUT (look-up table) permet de coder en couleurs les valeurs 

d’intensité du ratio de chaque pixel. 

III.2.4. Sondes FRET 

a) Sonde AKAR3 

Dans ce travail, nous avons utilisé des senseurs FRET permettant de mesurer l'activité de la 

PKA en temps réel, appelés AKAR (A-kinase activity reporters). Ces sondes ont été 

initialement développées par Jin Zhang dans le laboratoire de Roger Tsien. Plusieurs versions 

successives ont été développées et nous avons utilisé la version 3 (AKAR3). AKAR3 est une 

protéine recombinante constituée d'un domaine substrat contenant le site consensus de 

phosphorylation par la PKA et d'un domaine de reconnaissance des acides aminés 

phosphorylés, insérés entre un variant de la CFP (donneur) et de la YFP (accepteur) (Figure 

22). Le domaine substrat de la PKA contient la séquence consensus LRRATLVD (la thréonine 

étant le résidu phosphorylé) et un domaine FHA1 (ForkHead-associated Domain 1) liant les 

phospho-thréonines. La principale modification apportée à cette nouvelle version est le 
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remplacement de la YFP par un variant, le fluorophore cpV E172, qui confère à la sonde une 

très forte brillance et une meilleure dynamique de FRET (Figure 22).  

Ainsi, lorsque la PKA est activée, elle phosphoryle AKAR3 sur la thréonine du site consensus, 

entrainant son repliement et sa fixation sur le domaine de reconnaissance FHA1 ce qui va 

induire un rapprochement des fluorophores et le transfert d'énergie de la CFP vers la YFP 

(Figure 22). Le rapport YFP/CFP est donc proportionnel à l’activité de la PKA. 

 

 

Figure 22 : Schéma de fonctionnement de la sonde FRET AKAR3 

(A) Représentation schématique de la sonde AKAR3 et des changements de conformation 
obtenus après phosphorylation par la PKA. (B) Domaines de la sonde AKAR3 et la séquence 
en acides aminés du domaine substrat. D'après (Allen & Zhang, 2006). 

b) Sonde EPAC-SH187 

La sonde EPAC-SH187 est un nouveau senseur FRET permettant de mesurer les niveaux 

d’AMPc et qui est constitué de la protéine EPAC1 dépourvue du domaine d’adressage de la 

protéine et sans activité catalytique, intercalé entre deux fluorophores : une mTurquoise2 et 

deux Venus localisées en tandem (Figure 23) (Klarenbeek et al., 2015). Le domaine de liaison 

à l'AMPc de la protéine EPAC présente une mutation Q270E lui conférant une affinité renforcée 

pour l'AMPc en comparaison des autres sondes de détection de l'AMPc couramment utilisées 

telles que EPAC2-camps. La mTurquoise est pour sa part plus résistante au phénomène de perte 

d'intensité d'émission en réponse à sa stimulation (bleaching) que les autres fluorophores 

habituellement utilisés telle la CFP utilisée dans le cas d'EPAC2-camps. De plus, la 

combinaison mTurquoise-VenusVenus permet l'émission d'une fluorescence de plus forte 

intensité que l'habituel couple CFP-YFP. En absence d'AMPc, la sonde est repliée ce qui permet 

le FRET entre les fluorophores (Figure 23). Lorsque les niveaux d'AMPc augmentent à 

proximité de la sonde, la fixation de l’AMPc sur la sonde entraine son dépliement conduisant 
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ainsi à une diminution du FRET proportionnelle à l'augmentation de la concentration en AMPc. 

La concentration en AMPc est donc directement proportionnelle au rapport CFP/YFP.  

 

 

Figure 23 : Schéma de fonctionnement de la sonde FRET EPAC-SH187 

D : Donneur (mTurquoise), A : Accepteur (deux Venus en tandem). D’après (Klarenbeek et al., 
2011). 

c) Adressage des sondes FRET 

Dans cette étude, deux variants de la sonde AKAR3 ont été utilisés: AKAR3-NES et AKAR3-

NLS, adressées, respectivement, au cytoplasme et au noyau de la cellule. Ceci nous a permis 

d’étudier et de comparer les modalités d’activation de la PKA dans les cardiomyocytes de rat 

adulte au niveau de ces deux compartiments. 

La sonde AKAR3-NES a été obtenue par ajout de la séquence d’exclusion nucléaire (Nuclear 

export signal ) LPPLERLTL de la protéine REV de HIV1 (Ullman et al., 1997) en région C-

terminale. La sonde AKAR3-NLS a été obtenue en rajoutant la séquence de localisation 

nucléaire (Nuclear localization signal ) PKKKRKVEDA de l’antigène T de SV40 (Makkerh et 

al., 1996) en région C-terminale (Allen & Zhang, 2006). 

Afin de mesurer les niveaux d’AMPc dans le compartiment cytoplasmique des cardiomyocytes 

nous avons utilisé une version non adressée de la sonde EPACSH187 (Klarenbeek et al., 2015). 

Pour la mesure des niveaux d’AMPc au niveau des noyaux, un gène de fusion a été construit. 

Ce gène est constitué de la séquence codante pour la sonde EPCSH187 avec trois séquences 

d’adressage NLS placées en tandem (PKKKRKVDPKKKRKVDPKKKRKV) rajoutées en 

région C-terminale. 

III.2.5. Solutions et protocoles 

Avant de début des expériences de FRET, le milieu de culture contenant les adénovirus est 

remplacé par la solution de Ringer dont la composition est donnée en Table 8. Les cellules sont 
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ensuite laissées à température ambiante pendant 2 heures, durée nécessaire pour avoir une 

activité PKA nucléaire stable. Les différents agents pharmacologiques utilisés et leur 

concentration ssont présentés dans la Table 9. 

Afin de traiter les cellules avec la PTX ou la MβCD, le milieu de culture contenant les 

adénovirus est remplacé par du milieu MII frais (Table 6) avec ou sans PTX (1,5 µg/mL). Les 

cellules sont ensuite incubées pendant 2 heures dans l’incubateur à 37°C. Un protocole similaire 

a été utilisé pour traiter les cellules avec la MβCD. Le milieu de culture des cellules a été 

remplacé avec du milieu frais avec ou sans MβCD (2 mM) et incubées pendant 1 heure dans un 

incubateur à 37°C. Après cette période d’incubation, le milieu de culture est remplacé avec la 

solution de Ringer. Les cellules sont ensuite laissées à température ambiante pendant 2 heures, 

avant de commencer les expériences de FRET. 

Afin de stimuler spécifiquement les récepteurs β1- ou β2-ARs, les cellules été perfusées d’abord 

avec l’antagoniste des récepteurs β2-ARs ICI 118,551 (ICI, 10 nM) ou β1-ARs CGP 20712A 

(CGP, 100 nM), respectivement, pendant 3 minutes avant d’appliquer l’isoprénaline (Iso) 

pendant 7 minutes toujours en présence des antagonistes. 

Pour les expériences réalisées avec les inhibiteurs des PDEs, l’inhibiteur des PDE3 cilostamide 

(Cil, 1 µM) ou des PDE4 Ro 20-1724 (Ro, 10 µM) est appliqué durant tout le protocole avec 

l’antagoniste des récepteurs β-ARs, avant et pendant la stimulation avec l’Iso. 

 

Composé Concentration (en mM) 

HEPES 10 

NaCl 121,6 

Glucose 5 

Na pyruvate 5 

NaHCO3 4,013 

NaH2PO4 0,8 

KCl 5,4 

CaCl2 1,8 

MgCl2 1,8 

pH 7,4 

 

Table 8 : Composition de la solution de Ringer utilisée lors des expériences de FRET et 

d’Ionoptix 
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Table 9 : Récapitulatif des agents pharmacologiques utilisés et leur concentration 

IV. Mesure des transitoires Ca2+ dans les cardiomyocytes de rat 

adulte 

IV.1. Principe  

Le système photométrique IonOptix (IonOptix, Milton, MA, USA) est utilisé pour des mesures 

combinées de fluorescence et de contractilité, à l’aide d’une caméra CCD (charge coupled, 

Device CCD, IonOptix, Myocam CCD100M) et de tubes photomultiplicateurs. Ce système 

permet d’enregistrer simultanément le raccourcissement des sarcomères, unité contractile du 

cardiomyocyte, et la variation de Ca2+ intracellulaire grâce à la sonde fluorescente sensible au 

Ca2+ Fura-2 AM (ester d’acétoxyméthyl de Fura-2, Invitrogen). Le Fura-2 AM est 

préalablement solubilisé dans une solution d'acide pluronique à 20% dans du DMSO. Les 

cellules sont chargées avec le Fura-2 AM dilué à la concentration de 1 μM dans une solution 

Agent 

pharmacologique 
Propriété pharmacologique Concentration Fournisseur 

Isoprénaline (Iso) Agoniste β-adrénergique 1, 3, 10, 30, 100 nM Sigma Aldrich 

ICI 118,551 (ICI) Antagoniste β2-adrénergique 10 nM 
Tocris 

Bioscience 

CGP-20712A (CGP) Antagoniste β1-adrénergique 100 nM Sigma Aldrich 

Pertussis Toxin 

(PTX) 
Inhibiteur des protéines Gi 1,5 µg/ml Calbiochem 

Methyl-β-

cyclodextrine 

(MβCD) 

Chélateur de cholestérol 2 mM Sigma Aldrich 

Cilostamide (Cil) Inhibiteur de la PDE3 1 µM 
Tocris 

Bioscience 

Ro-20-1724 (Ro) Inhibiteur de la PDE4 10 µM Calbiochem 



 

95 
 

de Ringer, pendant 15 minutes à température ambiante puis rincées dans un milieu de Ringer 

(Table 8). Le Fura-2 est une sonde ratiométrique à double excitation (340 et 380 nm) et mono 

émission (512 nm) qui présente une constante de dissociation pour le Ca2+ de 0,14 μM. Ainsi, 

l’augmentation de Ca2+ dans la cellule se traduit par une augmentation de la fluorescence émise 

en réponse à une excitation à 340 nm (F340) et une diminution de fluorescence émise en réponse 

à une excitation à 380 nm (F380). La mesure du rapport de fluorescences F340/F380 (R) permet 

d’apprécier la variation de Ca2+ intracellulaire. 

IV.2. Installation 

L’observation de l’échantillon se fait par un microscope à épifluorescence avec un objectif à 

immersion à huile de grossissement 40X (Nikon DIAPHOT 300). Les cellules sont 

électriquement stimulées par pulses biphasiques (5 V, 4 ms) à une fréquence de 1 Hz grâce à 

une fourche en platine reliée à un stimulateur électrique. Une caméra CCD, reliée au 

microscope, permet de suivre les changements morphologiques rapides d’une cellule isolée en 

capturant 240 images par seconde. Le système d’illumination (lampe Xénon, Xenon Short Arc 

lamp, Ushio, Saint-Ouen-L’Aumone, France) est équipé d’un miroir oscillant entre les deux 

longueurs d’onde d’excitation du Fura-2 340 et 380 nm. La lumière transmise présente un filtre 

rouge ce qui permet de mesurer simultanément la fluorescence et la longueur des sarcomères. 

Un miroir dichroïque à 585 nm permet d’envoyer la fluorescence (<585 nm) vers le 

photomultiplicateur (PM) et la lumière transmise (rouge, >585 nm) vers la caméra. Le PM 

fournit un signal électrique proportionnel à l’intensité lumineuse de l’émission aux deux 

longueurs d’onde d’excitation du Fura-2. Le système permet de mesurer l’intensité de chaque 

longueur d’onde à une fréquence de 250 Hz. Il est piloté par le logiciel IonWizard 6.4 

(IonOptix) (Figure 24). 
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Figure 24 : Schéma de l’installation du système IonOptix 

Modifié d’après www.bio-equip.com . 

IV.3. Mesure et analyse des transitoires calciques 

Les transitoires Ca2+ et le raccourcissement cellulaire des cardiomyocytes sont enregistrés en  

solution de Ringer (Table 8) sur des myocytes stimulée par des pulses biphasiques (5 V, 4 ms) 

à une fréquence de 1 Hz. Après que les transitoires Ca2+ aient atteint une amplitude stable, les 

cellules sont perfusées avec une solution de Ringer contenant de l’isoprénaline à 10 nM pendant 

la durée nécessaire pour atteindre un état stable des transitoires calciques et du raccourcissement 

cellulaire.  

Des moyennes de plusieurs transitoires de fluorescence calcique (une dizaine quand c'est 

possible) sont déterminées à l’aide du logiciel d’analyse IonWizard, pour chaque condition 

testée. Pour chacune des traces moyennes, l’amplitude des transitoires calciques qui est 

exprimée sous forme de pourcentage de variation du ratio Fura-2 entre la diastole et la systole 

est mesurée avec le logiciel. La moyenne (±SEM) des amplitudes est calculée pour chaque 

condition testée. 

V. Techniques biochimiques 

V.1. Western Blot  

La technique de Western Blot permet la détection et l’identification de protéines spécifiques au 

sein d’un lysat cellulaire ainsi que l’évaluation du niveau de phosphorylation de protéines 
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d’intérêt. Nous avons utilisé cette technique pour évaluer le degré de surexpression du βARK-

ct ou de la Cavéoline-3 (Cav-3) normale ou mutée dans des cardiomyocytes de rat adultes qui 

ont été infectés avec des adénovirus codant pour ces protéines.  

Cette technique inclut une étape d’électrophorèse pour séparer les protéines en fonction de leur 

poids moléculaire, une étape de transfert sur une membrane de PVDF (Polyvinylidene 

difluoride) indispensable au marquage des protéines par des anticorps spécifiques et leur 

détection par une dernière étape de révélation. 

V.2. Préparation des échantillons 

Afin d’extraire les protéines totales, les cellules sont lysées à 4°C avec le tampon de lyse 

contenant 20 mM Hepes, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 10% Glycérol, 0.2% Triton X-100 ainsi 

qu’un cocktail d’inhibiteurs de protéases (cOmplete, Mini, EDTA-free, Sigma Aldrich) et un 

cocktail d’inhibiteurs de phosphatases (PhosSTOP, Roche), puis mises sous agitation lente 

pendant 30 minutes. Les lysats sont ensuite centrifugés 10 minutes à 12000 RPM à 4°C et les 

surnageants contenant l’ensemble des protéines cellulaires sont aliquotés et congelés à 

-80°C. 

V.3. Dosage des protéines 

Le dosage des protéines est réalisé par la méthode BCA (SMART™ Micro BCA Protein Assay 

Kit, iNtRON Biotechnology) qui est dérivée de la méthode du biuret. 

Les ions cuivriques Cu2+ contenus dans le réactif BCA réagissent avec les chaînes peptidiques 

des protéines et sont alors réduits en ions cuivreux Cu+
 en milieu alcalin. Le BCA a la propriété 

de se lier aux ions cuivreux Cu+ pour former un complexe coloré (violet) quantifiable par 

spectrophotométrie à la longueur d’onde de 562 nm. L'intensité de la coloration est 

proportionnelle à la concentration en protéines totales dans l’échantillon dosé. Une gamme 

étalon d’une solution de BSA est réalisée (1,25 à 30 μg) afin d’étalonner le dosage de protéines 

dans les différents extraits. L’absorbance mesurée pour chaque échantillon sera ainsi reportée 

sur la droite étalon afin de déterminer leur concentration protéique. 

V.4. Electrophorèse dénaturante en gel de polyacrylamide (SDS-PAGE) 

Les protéines sont séparées en fonction de leur poids moléculaire par électrophorèse 

dénaturante en gel de polyacrylamide. 50 μg de protéines totales sont diluées dans un tampon 
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de charge Laemmli contenant : 0,1% bleu de bromophénol, 30 mM Tris-HCl pH 6,8, 2,5% β-

mercaptoéthanol, 1% SDS, 10% glycérol et incubés 5 minutes à 95°C. Les protéines sont alors 

dénaturées et chargées négativement par le SDS et le β-mercaptoéthanol. Les échantillons sont 

ensuite déposés sur le gel d’électrophorèse constitué d’un premier gel qui permet de concentrer 

les échantillons, constitué de 4% d’acrylamide (acrylamide/bisacrylamide 30%, Sigma), 125 

mM Tris-HCl pH 6,8, 0,1% SDS, 0,1% persulfate d’ammonium, 0,001% Temed, et un second 

gel de séparation à 10% (Cav-3) et 12% (βARK-ct) d’acrylamide, 375 mM Tris-HCl pH 8,8, 

0,1% SDS, 0,1% persulfate d’ammonium, 0,001% Temed. Les différentes protéines des 

échantillons vont ainsi être séparées sous l’action d’un champ électrique de 150 V pendant 1 

heure, dans un tampon de migration (25 mM Tris Base, 200 mM glycine, 0,1% SDS). Un 

marqueur de poids moléculaires est déposé et migre en même temps que les échantillons (Page 

Ruler, Euromedex). 

V.5. Transfert des protéines sur membrane 

En fin d’électrophorèse, les protéines sont transférées du gel de polyacrylamide vers une 

membrane de PVDF qui servira de support pour l’immunomarquage. La membrane est 

préalablement activée par du méthanol et équilibrée par le tampon de transfert (Trans-Blot 

Turbo, Bio-rad). Chargée positivement, elle est mise au contact du gel et retient donc les 

protéines chargées négativement. Le transfert est effectué avec un système semi-sec (Trans-

Blot Turbo Transfer system, Bio-rad) pendant 30 minutes sous l’action d’un champ électrique 

de 25 V. 

V.6. Immunomarquage et révélation 

La membrane est saturée 1 heure avec 5% de lait écrémé en poudre dissout dans un tampon 

TBS-Tween (TTBS ; 50 mM Tris pH 7,4, 0,15 M NaCl, 0,2% Tween 20). Cette étape permet 

de saturer les sites non occupés de la membrane et de prévenir la fixation non spécifique 

d’anticorps. Les membranes sont ensuite incubées avec l’anticorps primaire dirigé 

spécifiquement contre la protéine d’intérêt : une nuit à 4°C pour le βARK-ct et Cav-3, et 2 

heures à température ambiante pour la GAPDH. Après 3 lavages de 10 minutes au TTBS, les 

membranes sont incubées 1 heure à température ambiante avec l’anticorps secondaire 

approprié, couplé à la peroxydase de raifort (horseradish peroxidase, HRP). L’anticorps anti-

GAPDH, étant déjà couplé à une peroxydase, ne nécessite pas d’utilisation d’anticorps 

secondaire avant la révélation. Les protéines d’intérêt sont mises en évidence par 
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chimioluminescence. Les membranes sont incubées pendant 5 minutes avec le substrat de la 

peroxydase (Kit Luminata Forte, Millipore). Ce substrat est oxydé par l’enzyme et émet un 

signal lumineux qui est restitué en une image numérique par un analyseur d’image équipé d’une 

caméra CCD (ChemiDoc, BioRad). 

V.7. Analyse et quantification 

L’intensité des différentes bandes est quantifiée par densitomètrie à l’aide du logiciel ImageJ 

(NIH, USA). Le rapport des intensités des bandes Cav-3/GAPDH est déterminé et un 

pourcentage d’augmentation de l’intensité par rapport au contrôle permet de déterminer 

l’expression de la protéine d’intérêt dans les différentes conditions testées. Au moins trois 

Western Blots différents sont réalisés pour chaque condition et une moyenne ± SEM est 

déterminée. 

V.8. Anticorps utilisés 

Anticorps Animal hôte Dilution Provenance 

anti-GRK2 Lapin 1/1000 sc-562, Santa Cruz 

anti-Caveolin-3 Souris 1/1000 sc-5310, Santa Cruz 

anti-GAPDH Lapin 1/10000 D16H11, Cell Signalling 

VI. Techniques de biologie moléculaire 

VI.1. Mesure de l’expression des gènes par RT-qPCR 

VI.1.1. Extraction et dosage des ARN 

Les cardiomyocytes de rats adultes sont déprivés de sérum pendant 24 heures après l’isolement, 

puis stimulés avec les différentes substances (diluées dans le milieu MII) pendant 2 heures à 

37°C. La stimulation des cellules est arrêtée par rinçage avec du PBS froid suivi d’une 

congélation à -80°C. Les cardiomyocytes conservés à -80°C sont homogénéisés dans 1 ml de 

TRIZOL (mrcgene, Cincinnati, Ohio, USA) à l’aide d’un homogénéisateur de tissus (Procellys, 

Bertin, Paris, France). L’homogénat est incubé 5 min à température ambiante avant de rajouter 

200 μl de chloroforme. Les tubes sont ensuite manuellement agités et incubés pendant 3 min à 

température ambiante avant de les centrifuger à 10000 g pendant 15 min à 4°C afin de séparer 
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par solubilisation différentielle les acides nucléiques des protéines. La phase aqueuse contenant 

les ARN est transférée dans un tube auquel on rajoute 500 μl d'isopropanol avant de les incuber 

à -20°C pendant la nuit. Après centrifugation à 12000 g pendant 15 min à 4°C, le surnageant 

est enlevé et le culot d'ARN est lavé avec 500 μl d'éthanol 75% et centrifugé à 12000 g pendant 

5 minutes à 4°C. Cette étape est répétée une deuxième fois avant d’enlever l’éthanol et de laisser 

les tubes ouverts à température ambiante afin de faire évaporer l’éthanol restant. Le culot est 

ensuite repris dans 15 μl d’eau ultrapure dépourvue de nucléases avant la congélation des 

échantillons à -80°C pour une meilleure solubilisation des ARN. 

Les ARN extraits sont dosés par mesure de l’absorbance à 260 nm et 280 nm avec un 

spectrophotomètre (NanoDrop 2000, Thermo Scientific) Un ratio de mesure de densité optique 

DO260nm / DO280nm compris entre 1,7 et 2 traduit une qualité d’extraction correcte avec peu de 

contamination par les protéines. 

VI.1.2. Transcription inverse des ARN 

La transcription inverse correspond à la synthèse de l’ADN monocaténaire (ADN 

complémentaire ou ADNc) avec de l’ARN monocaténaire servant de modèle, et ce par le biais 

de transcriptases inverses (RT). Pour cela, des amorces poly-T et/ou un mélange aléatoire 

d’hexamères sont utilisés. Ces amorces sont capables de s’hybrider, respectivement, soit à 

l’extrémité poly A soit à la séquence correspondante de l’ARNm (matrice). Cela constitue le 

point d’ancrage pour la transcriptase inverse qui va synthétiser le brin d’ADN complémentaire 

de l’ARN matrice en utilisant les désoxyribonucléotides. 

La transcription inverse est réalisée à partir de 1 μg d’ARN total en utilisant le kit de synthèse 

d’ADN iScript (BioRad, Marnes-la-Coquette, France). Trois incubations successives à 

différentes températures sont réalisées dans un thermocycleur CFX 96 (BioRad) : 5 min à 25°C, 

puis 30 min à 42°C et enfin 5 min à 85°C. Les ADNc sont ensuite dilués 20 fois puis conservés 

à -80°C. Des réactions contrôles « nRT » (sans reverse transcriptase) et « nTC » (sans ADNc) 

sont effectuées en parallèle et seront utilisées pour vérifier l’absence de contamination de la 

réaction de PCR notamment par amplification de l’ADN génomique. 

VI.1.3. PCR quantitative en temps réel 

Contrairement à la PCR classique, la PCR en temps réel est une technique permettant de 

quantifier de façon fiable les ADNc. Cette méthode repose sur le principe de la PCR classique 
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qui comprend plusieurs cycles répétés de dénaturation de l’ADN par la chaleur, d’hybridation 

des amorces à leurs séquences complémentaires (20-25 nucléotides), et d’extension de ces 

amorces hybridées par l’ADN polymérase. Ainsi, le produit obtenu sert ensuite de matrice au 

cycle suivant. 

La courbe de croissance du produit au cours de la PCR est constituée de trois phases avec une 

phase initiale de bruit de fond, une phase d’allure exponentielle et une phase de plateau qui est 

due à l’épuisement du substrat, la dénaturation de l’enzyme et l’accumulation de produits 

inhibiteurs. Cependant, la mesure quantitative en temps réel est réalisée à partir de la phase où 

la réaction d’amplification est d’allure exponentielle, car dans ce cas la mesure obéit à une loi 

mathématique reliant la quantité de produit formé à la quantité initiale de matrice : 

Nn = N0 (1+E)n 

Nn : nombre de molécules d’amplicon formées au cycle n. 

N0 : nombre initial de copies de la séquence à amplifier. 

E : efficacité de la PCR. 

n : nombre de cycles de PCR. 

Cette technique est réalisée en utilisant le LightCycler® (Roche Diagnostics) présent sur la 

plateforme « TRANS-PROT » de l’IPSIT (Faculté de Pharmacie, Châtenay-Malabry). 

Cette technique est basée sur l’utilisation d’une molécule fluorescente permettant de détecter 

les produits de PCR synthétisés appelée SYBR-Green I (Kit SSO Fast™ Eva Green® supermix, 

Roche Diagnostics, Meylan, France) qui a pour propriété de devenir fluorescente lorsqu’elle lie 

l’ADN double brin non dénaturé. Ainsi, la fluorescence émise mesurée pendant l’étape 

d’élongation est proportionnelle à la quantité de produit formé.  

Le paramètre mesuré est la valeur du cycle seuil ou Ct (cycle threshold) à partir de laquelle le 

niveau de fluorescence devient détectable. Cette valeur est représentative du nombre de copies 

initial dans l’échantillon d’ADNc et est inversement proportionnelle au logarithme du nombre 

de copies amplifiables. En plus du SYBR-Green I, le mélange réactionnel est composé d’ADNc, 

amorces sens et anti-sens, de dNTP (désoxyribonucléotides) et de Taq-polymérase. 

Ce milieu réactionnel est soumis à des paliers de températures successifs : une étape 

d’activation de la Taq polylmérase (30 secondes à 95°C) puis 45 cycles constitués chacun de 2 

étapes : une première étape de dénaturation (5 secondes à 95°C) permettant de déshybrider les 

brins d’ADN et de décrocher les polymérases encore liées et une deuxième étape d’hybridation-
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élongation (20 secondes à 60°C) permettant aux amorces de s’hybrider à la matrice d’ADN et 

aux polymérases de synthétiser le brin complémentaire à partir des dNTPs libres. A la suite des 

45 cycles, un protocole permet de réaliser une courbe de fusion consistant à passer par pallier 

de 0,1°C de 45°C à 75°C et permettant de vérifier qu’il n’y a qu’un seul produit de PCR 

amplifié. 

L’efficacité "E" de la PCR pour chaque couple d’amorce est déterminée à l’aide d’une gamme 

de dilutions d’ADNc d’un échantillon choisi au hasard parmi les échantillons à étudier. La 

valeur de E est calculée par le logiciel du LightCycler® d’après la droite de régression des 

valeurs de Ct obtenues pour chacune de ces dilutions. Une PCR de bonne qualité est caractérisée 

par une efficacité comprise entre 90 et 110%.  

En plus des gènes d’intérêt, trois gènes de normalisation ont été choisis pour faire la PCR 

(RPLP2, RPL32 et YWHAZ) en raison de leur stabilité d’expression entre les différentes 

conditions expérimentales étudiées. 

VI.1.4. Choix des amorces 

Les amorces utilisées (Table 10) au cours de cette étude ont été conçues au moyen du logiciel 

Primer 3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) et leur spécificité a été vérifiée par le logiciel 

BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Pour éviter d’amplifier des séquences d’ADN 

génomiques, les amorces sens et anti-sens ont été choisies au sein de deux exons différents. 

 

Gènes 
N° d’accession 

GeneBank 

Amorces 

sens 5’→3’ 

antisens 5’→3’ 

Taille de 

l’amplicon 

Température 

d’hybridation 

(°C) 

Gènes d’intérêt 

ICER NM_001271245 
TGGCTGTAACTGGAGATGAAA 

TCTGCTAGTTGCTGGGGACT 
175 60 

Gènes de référence 

RPLP2 NM_001030021 
GCTGTGGCTGTTTCTGCTTC 

ATGTCGTCATCCGACTCCTC 
119 60 

RPL32 NM_013226 
GCTGCTGATGTGCAACAAA 

GGGATTGGTGACTCTGATGG 
115 60 
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Table 10 : Amorces utilisées pour la PCR quantitative 

VI.1.5. Expression des résultats 

Comme expliqué plus haut, la quantification du niveau d’expression des gènes d’intérêt et les 

gènes de références a été réalisée à partir du calcul du Ct. L’expression du gène d’intérêt est 

normalisée par rapport à l’expression des gènes de référence apparaissant comme les plus 

stables, afin d’intégrer les variabilités dues aux manipulations (telle que le pipetage) et/ou 

d’efficacité de la transcription inverse. 

Les résultats obtenus sont exprimés comme suit : le Ct du gène d’intérêt est soustrait de la 

moyenne des Ct du groupe contrôle du même gène pour calculer (1+E)-ΔCt suivant la méthode 

du 2ΔCt. Le même calcul est appliqué pour la moyenne géométrique des Ct pour les gènes de 

ménage. L’expression relative de l’ARNm est ensuite définie par le calcule du ratio suivant : 

(1+E)-ΔCt (gène d’intérêt)/ (1+E)-ΔCt (gènes de référence) 

VI.2. Construction des protéines de fusion et génération des adénovirus 

Les gènes de fusion PKI-mcherry-NES et PKI-mcherry-3NLS ont été générées par clonage 

séquentiel.  

Les 25 premiers acides aminés du PKI ont été amplifiés par PCR à haute fidélité (Phusion Hot 

Start II High-Fidelity PCR Master Mix, Thermo Scientific) (amorce sens, 

5’_aataataagcttatgactgatgtcgaaactacttatgccg; amorce antisens, 

5’_aataatggatccatcgtggatggcgttacgtc) à partir de la séquence complète du PKIα du lapin (Table 

11). Après digestion par les enzymes de restrictions HindIII et BamHI, la séquence amplifiée à 

ensuite été insérée par ligation (Rapid DNA ligation kit, Thermo Scientific) dans un vecteur 

(pcDNA3) préalablement digéré avec les enzymes de restrictions HindIII et BamHI. Une 

séquence codante pour la protéine fluorescente mcherry a été amplifiée par PCR (amorce sens, 

5’_aataatggatccatggtgagcaagggc; amorce antisens, 5’_aataatgaattcttcttgtacagctcgtccatgc) à 

partir d’un plasmide contenant cette séquence (Table 11). Après digestion par les enzymes de 

restrictions BamHI et EcoRI, cette séquence a ensuite été insérée par ligation au niveau de la 

YWHAZ NM_013011 
AGACGGAAGGTGCTGAGA AA 

GAAGCATTGGGGATCAAG AA 
127 60 
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partie C-terminale du PKI préalablement insérée dans le vecteur pcDNA3, et ce après digestion 

par BamHI et EcoRI. 

Pour obtenir le gène de fusion PKI-mCherry-NES, un oligonucléotide codant pour une 

séquence NES (LPPLERLTL) suivie par un codon stop a été synthétisé (sens, 

5’_aattcactgccccccctggagcgcctgaccctgtaat; antisens, 

5’_ctagattacagggtcaggcgctccagggggggcagtg) (Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Allemagne) 

avant d’être digéré (EcoRI et XbaI ) et inséré par ligation dans la partie C-terminale de la 

séquence PKI-mcherry présente dans le vecteur pcDNA3 qui a été digéré par les enzymes de 

restrictions EcoRI et XbaI. 

Pour obtenir le gène de fusion PKI-mCherry-3NLS, la séquence PKI-mcherry a été récupérée 

par digestion (HindIII et EcoRI ) du vecteur contenant cette séquence puis insérée au niveau de 

la partie N-terminale d’une séquence triple NLS (PKKKRKVDPKKKRKVDPKKKRKV) 

suivie d’un codon stop, présente dans un autre vecteur pcDNA3 qui a été préalablement digéré 

(HindIII et EcoRI ) (Table 11). 

Pour obtenir le gène de fusion EPAC-SH187-3NLS, la séquence triple NLS et le codon stop ont 

été obtenue par digestion du vecteur contenant cette séquence par les enzymes de restriction 

EcoRI et StuI. Cette séquence à ensuite été insérée par ligation au niveau de la partie C-

terminale de la séquence EPAC-SH187 contenue dans le vecteur pcDNA3 (Table 11) 

préalablement digéré par EcoRI et StuI. L’adénovirus codant pour la protéine de fusion EPAC-

SH187-3NLS a été généré par Welgen (Welgen Inc., Worcester, MA, USA). 

La génération des adénovirus codant pour les protéines de fusion PKI-mCherry-NES et PKI-

mCherry-3NLS a été réalisée au laboratoire suivant le protocole décrit par Luo et al., (Luo et 

al., 2007). Brièvement, ces séquences ont été amplifiées par PCR avant d’être digérées (KpnI 

et HindIII) et insérées par ligation dans le vecteur pShuttle-CMV (Table 11) préalablement 

digéré par les enzymes de restriction KpnI et HindIII. Une recombinaison homologue entre le 

vecteur pShuttle-CMV (contenant les séquences PKI-mCherry-NES et PKI-mCherry-3NLS) et 

le vecteur pAdEasy-1 (Table 11) a ensuite été réalisée. Le plasmide ainsi obtenu a été digéré 

par l’enzyme de restriction PacI. Des lignées cellulaires HEK ont été transfectées avec ces 

vecteurs digérés. Après apparition des plaques de lyse cellulaire (environ 14 jours après 

transfection), les cellules sont récupérées et lysées pour obtenir les particules virales qui ont été 

purifiées a l’aide d’un kit (AdenoPACK20, Sartorius). Le titre viral en particules physiques à 

ensuite été déterminé. Les particules virales sont d’abord lysées dans du SDS 1% avant de 
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mesurer la densité optique à 260 nm qui correspondant à la détection de l’ADN viral, permettant 

ainsi de déterminer le nombre de particules physiques (pp) selon la formule suivante : 

Titre (en pp/mL) = DO260nm x Facteur de dilution x 1,1.1012 

On considère que seulement une particule virale sur 30 est active. Ainsi, le titre viral en 

particules physiques actives (pfu) est donné par la formule suivante : 

Titre (en pp/mL) = (DO260nm x Facteur de dilution x 1,1.1012)/30 

 

Plasmide Provenance 

PKIα Dr. Richard A. Maurer, Oregon Health Sciences University 

Mcherry Dr. Christian Poüs, Université Paris-Sud, France 

3 NLS Dr. Kees Jalink, Netherlands Cancer Institute 

EPAC-SH187 Dr. Kees Jalink, Netherlands Cancer Institute 

pShuttle-CMV Plasmide Addgene # 16403 

pAdEasy-1 Plasmide Addgene # 16399 

Table 11 : Liste des différents plasmides utilisés et leur provenance 

VII. Immunocytochimie 

L’immunocytochimie est une technique d’immunofluorescence qui permet de détecter et de 

localiser, à l’aide d’anticorps spécifiques, une protéine d’intérêt au sein d’une cellule entière 

perméabilisée et fixée. La protéine est détectée par un premier anticorps spécifique qui sera à 

son tour détecté par un second anticorps couplé à une molécule fluorescente. Ici 

l’immunocytochimie est utilisée pour la détection de la localisation de la cavéoline-3 et de la 

mAKAP dans le cardiomyocyte de rat adulte. 48 ou 72 heures après transduction des cellules 

avec les différents adénovirus, les cellules sont rincées 5 minutes avec du PBS, puis fixées par 

4% de paraformaldéhyde (PFA) pendant 15 minutes à température ambiante. Une fois fixées 

les cellules sont perméabilisées avec 0,3% de Triton X-100 pendant 30 minutes à température 

ambiante, puis rincées 3 fois au PBS avant de bloquer les sites non spécifiques pendant 15 

minutes avec une solution de blocage contenant 0.5% de BSA et 1% de sérum de chèvre. Après 

cette étape de blocage, les cellules sont incubées 2 heures à 37°C avec les anticorps primaires 

de lapin dirigés contre la mAKAP (PRB-451P, BioLegend, 1:1000) ou de souris dirigés contre 

la cavéoline-3 (sc-5310, Santa Cruz, 1/300) dilués dans la solution de blocage. Ensuite trois 
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lavages de 5 minutes avec la solution de blocage sont réalisés, avant d’incuber les cellules 2 

heure à température ambiante avec l’anticorps secondaire approprié (souris ou lapin) (Alexa 

Fluor 633, Invitrogen, 1:1000) dilué dans la solution de blocage. A partir d’ici toutes les étapes 

sont faites à l’abri de la lumière. De nouveau les cellules sont lavées trois fois avec la solution 

de blocage et enfin les lamelles sont montées sur des lames de verre avec le milieu de montage 

Mowiol contenant 4,3 M de Mowiol (Mowiol 4-88, Calbiochem), 33% glycérol, 200 mM Tris 

base pH 8,5. L’agent de montage permet de minimiser la perte progressive de fluorescence. Les 

lames sont ensuite conservées et séchées à l’obscurité et à 4°C pendant 24 h, avant d’être 

observées au microscope confocal Leica® TCS SP5X (Leica, Solms, Allemagne). Des sections 

optiques des échantillons sont obtenues avec un objectif Plan Apochromat 63X à immersion 

eau. 

Afin d’évaluer le contenu des cellules en cholestérol après traitement avec la MβCD, un 

marquage à la filipine III a été réalisé. La filipine III est une molécule fluorescente capable de 

se lier au cholestérol des membranes cellulaires. Pour réaliser ce marquage, les cellules fixées 

au PFA ont été incubées à température ambiante pendant 2 heures dans une solution de PBS 

contenant 50 µg/ml de filipine III (Sigma Aldrich). Des images sont ensuite prises à l’aide d’un 

microscope à épifluorescence avec un filtre UV (340-380 nm). 

VIII. Analyses statistiques 

Tous les résultats présentés sont exprimés sous forme de moyenne ± l’erreur standard de la 

moyenne (SEM). L’analyse statistique des résultats présentés a été effectuée avec le logiciel 

GraphPad Prism (GraphPad software, Inc., La Jolla, CA, USA). La distribution normale des 

différents échantillons a été vérifiée avec le test de normalité de Shapiro-Wilk. Pour la 

comparaison entre deux groupes, le test t de Student a été utilisé lorsque la distribution des 

échantillons suivait la loi normale ou le test de Mann-Whitney lorsque la distribution ne suivait 

pas la loi normale. Les différences entre plusieurs groupes (nombre de groupes ≥ 3) ont été 

analysées en utilisant un test d’analyse de variance à une voie (ANOVA) suivi d’un test post-

hoc de Tukey lorsque la distribution des échantillons suivait la loi normale, ou le test de Kruskal 

Wallis avec le test post-hoc de Dunn pour les comparaisons multiples lorsque la distribution 

des échantillons ne suivait pas une loi normale. Un ANOVA à deux facteurs a été utilisé pour 

la comparaison des différences entre des groupes qui ont été subdivisés en deux variables 

indépendantes. Les différences sont considérées significatives lorsque le résultat du test 



 

107 
 

statistique utilisé fournit un p≤0,05 (*), p≤0,01 (**), p≤0,001 (***) et non significatives si 

p>0,05.
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RESULTATS 

I. Régulation différentielle de l’activité de la protéine kinase A 

cytoplasmique et nucléaire par les phosphodiestérases et les 

Ser/Thr phosphatases dans les myocytes cardiaques 

I.1. Introduction 

La voie de l’AMPc/PKA joue un rôle majeur dans la régulation neurohormonale de la fonction 

cardiaque. La stimulation aigüe des récepteurs β-ARs est importante dans l’adaptation du cœur 

à l’effort et ce en régulant la contraction cardiaque via la phosphorylation des protéines clés du 

CEC comme les LTCCs, les RyRs, le PLB et les protéines contractiles TnI et MyBP-C (Bers, 

2002). Cependant, l’activation chronique de ces récepteurs exerce des effets délétères sur le 

cœur et peut conduire à terme à l’insuffisance cardiaque. Ces effets délétères sont en partie dus 

à la capacité de la PKA de réguler au niveau du noyau des facteurs de transcription de la famille 

CREB (Mayr & Montminy, 2001) ainsi que certaines HDACs de classe II comme HDAC4 et 

HDAC5 (Ha et al., 2010; Backs et al., 2011).  

Les niveaux d’AMPc résultent de la balance entre l’activité des adénylate cylases et des 

phosphodiestérases (PDEs). De plus, l’état de phosphorylation des protéines cibles de la PKA 

dépend de l’activité des Ser/Thr phosphatases (PPs). Dans le cœur, cinq familles de PDEs 

dégradent l’AMPc (PDE1, 2, 3, 4 et 8) mais les plus importantes sont les PDE3 et les PDE4 

(Rochais et al., 2006). Les principales PPs cardiaques sont PP1, PP2A et PP2B (Weber et al., 

2015). En comparaison avec les connaissances accumulées concernant la signalisation 

AMPc/PKA dans la régulation du CEC cardiaque, les données concernant cette voie de 

signalisation au niveau nucléaire sont limitées. 

L’objectif de cette étude a été donc de comparer les dynamiques d’activation de la PKA au 

niveau cytoplasmique et nucléaire dans des myocytes cardiaques adultes lors de la stimulation 

de la voie de l’AMPc par différents moyens, et d’étudier le rôle des PDE3 et PDE4 ainsi que 

de PP1, PP2A et PP2B dans la modulation des réponses PKA cytoplasmiques et nucléaires sous 

stimulation β-AR. Pour cela, nous avons utilisé une technique d’imagerie de fluorescence basée 

sur l’utilisation de sondes FRET codées génétiquement, dénommées AKAR3 (A-kinase activity 

reporters), permettant de mesurer l’activité PKA en temps réel dans des cellules vivantes. La 
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version AKAR3-NES adressée au cytoplasme et la version AKAR3-NLS adressée au noyau, 

ont été utilisées pour mesurer les variations dynamiques de l’activité PKA spécifiquement dans 

ces deux compartiments. Ma participation à ce travail a porté sur l’étude du rôle des 

phosphatases PP1 et PP2A dans la régulation de l’activité PKA cytoplasmique et nucléaire suite 

à une stimulation β-AR. 

Les résultats de ce travail sont présentés dans l’article qui suit. 

I.2. Article 1: Control of cytoplasmic and nuclear protein kinase A by 

phosphodiesterases and phosphatases in cardiac myocytes 

Zeineb Haj Slimane, Ibrahim Bedioune, Patrick Lechêne, Audrey Varin, Florence Lefebvre, 
Philippe Mateo, Valérie Domergue, Matthias Dewenter, Wito Richter, Marco Conti, Ali El-
Armouche, Jin Zhang, Rodolphe Fischmeister, Grégoire Vandecasteele 

(Article publié dans Cardiovascular Research).
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Control of cytoplasmic and nuclear protein kinase
A by phosphodiesterases and phosphatases in
cardiac myocytes
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Aims The cAMP-dependent protein kinase (PKA) mediatesb-adrenoceptor (b-AR) regulation of cardiac contraction and gene
expression. Whereas PKA activity is well characterized in various subcellular compartments of adult cardiomyocytes, its
regulation in the nucleus remains largely unknown. The aim of the present study was to compare the modalities of PKA
regulation in the cytoplasm and nucleus of cardiomyocytes.

Methods
and results

Cytoplasmic and nuclear cAMP and PKA activity were measured with targeted fluorescence resonance energy transfer
probes in adult rat ventricular myocytes.b-AR stimulation with isoprenaline (Iso) led to fast cAMP elevation in both com-
partments, whereas PKA activity was fast in the cytoplasm but markedly slower in the nucleus. Iso was also more potent
and efficient in activating cytoplasmic than nuclear PKA. Similar slow kinetics of nuclear PKA activation was observed
upon adenylyl cyclase activation with L-858051 or phosphodiesterase (PDE) inhibition with 3-isobutyl-1-methylxantine.
Consistently, pulse stimulation with Iso (15 s) maximally induced PKA and myosin-binding protein C phosphorylation in
the cytoplasm,but marginally activatedPKAand cAMPresponseelement-binding protein phosphorylation in the nucleus.
Inhibition of PDE4 orablation of the Pde4d gene in mice prolonged cytoplasmic PKA activationand enhanced nuclear PKA
responses. In the cytoplasm, phosphatase 1 (PP1) and 2A (PP2A) contributed to the termination of PKA responses,
whereas only PP1 played a role in the nucleus.

Conclusion Our study reveals a differential integration of cytoplasmic and nuclear PKA responses to b-AR stimulation in cardiac
myocytes. This may have important implications in the physiological and pathological hypertrophic response to b-AR
stimulation.

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Keywords cAMP-dependent protein kinase † Compartmentation † 3′ –5′-cyclic nucleotide phosphodiesterases †

Ser/Thr protein phosphatases † Nucleus

1. Introduction
The cAMP-dependent protein kinase (PKA) is critically involved in the
regulation of cardiac function by catecholamines acting on
b-adrenoceptors (b-ARs) as well as several other hormonal and circu-
lating factors acting through other Gs protein-coupled receptors

(GsPCRs). In the absence of cAMP, the PKA holoenzyme is a heterote-
tramer consisting of two catalytic (C) subunits that are bound and inhib-
ited by a dimer of regulatory (R) subunits. GsPCR occupancy leads to
activation of adenylyl cyclases (ACs) and increases in intracellular
[cAMP]. Cooperative binding of cAMP to the R subunits leads to dissoci-
ation and activation of the C subunits, which phosphorylate multiple

* Corresponding author. Tel: +33 1 46 83 57 17; fax: +33 1 46 83 54 75, Email: gregoire.vandecasteele@u-psud.fr
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protein targets in various subcellular compartments.1 In cardiac myo-
cytes, the best described PKA targets are proteins involved in excita-
tion–contraction coupling (ECC) including the sarcolemmal L-type
Ca2+ channel, the ryanodine receptor (RyR2), and phospholamban
(PLB), as well as the myofilament proteins such as cardiac myosin-
binding protein C (cMyBP-C) and troponin I.2

The velocity and specificity of b-AR regulation is determined by the
localization of the PKA holoenzyme to its targets by A-kinase anchoring
proteins (AKAPs)3 andby the spatiotemporal patternof cAMPsignalling,
which results from the interplay between cAMP production by ACs and
cAMP degradation by cyclic nucleotide phosphodiesterases (PDEs).4 In
addition, PKA activity is counterbalanced by Ser/Thr protein phospha-
tases (PPs).5 In cardiac myocytes, the PDEs that degrade cAMP belong
to five major families (PDE1–4 and PDE8),4 whereas the major
cardiac PPs are PP1, PP2A, and PP2B.5

The development of genetically encoded indicators of cAMP levels
and PKA activity has been instrumental in defining the spatiotemporal
characteristics of cAMP signals and PKA activity elicited by GsPCRs in
living cardiac myocytes. The use of targeted sensors to various intracel-
lular compartments revealed subcellular compartments with distinct
cAMP responses and PKA phosphorylation gradients upon b-AR
stimulation.6,7 These studies also identified the cAMP-specific PDE4
family as a major negative regulator of cAMP generated by b-ARs.6

Three genes encoding PDE4 (Pde4a, Pde4b, and Pde4d) are
expressed in cardiac tissue, and recent studies have emphasized
the importance of PDE4B and PDE4D for b-AR regulation of cardiac
ECC (reviewed in4).

PKAregulatesnumerousothereffectors in cardiacmyocytes, notably the
transcription factors belonging to the cAMP response element-binding
protein (CREB) family and Class II histone deacetylase (HDAC) 4 and 5 in
the nucleus.8–11 According to the classical view of nuclear PKA signalling,
cAMP binds to PKA outside of the nucleus and, after dissociation from
the R subunits, the C subunits cross the nuclear envelope by passive diffu-
sion, which is a slow process.12 However, recent evidence indicates that,
in HEK293 cells, a nuclear resident pool of PKA exists, but is isolated
from cAMP generated at the plasma membrane by AKAP-anchored
PDE4.13 In cardiac myocytes, it was reported that muscle AKAP
(mAKAP) targets PKA to multiple subcellular compartments, including
the nucleus14 and the nuclear membrane.15 Moreover, mAKAP binds
PDE4D3, a specific PDE4 isoform, which may control cAMP levels in
this compartment and thereby the release of PKA C subunits into the
nucleus.16,17 However, the modalities of nuclear PKA regulation in
adult cardiomyocytes remain unknown. This issue is important, given
the role of the mAKAP complex and Class II HDACs in the control of
pathological cardiac hypertrophy17,18 and of the CREB family of tran-
scription factors in multiple aspects of cardiac function, including hyper-
trophy and apoptosis19 as well as the deleterious effects of chronic
b1-AR overexpression in the heart.20

In this study, we compared the spatiotemporal dynamics of cytoplas-
mic and nuclear cAMP and PKA activity in adult cardiac myocytes using
recombinant fluorescence resonance energy transfer (FRET) probes
targeted to these compartments. We found that, upon b-AR stimula-
tion, cAMP increases with similar fast kinetics in both compartments,
whereas PKA activation is considerably delayed in the nuclei compared
with the cytoplasm. Our results reveal for the first time the respective
roles of PDE3 and PDE4 and of PP1, PP2A, and PP2B in the differential
integration of cytoplasmic and nuclear PKA responses to b-AR stimula-
tion in cardiac myocytes.

2. Methods
All experiments performed conform to the European Community guiding
principles in the care and use of animals (86/609/CEE, CE Off J no. L358,
18 December 1986), the local ethics committee (CREEA Ile-de-France
Sud) guidelines, and the French decree no. 87-848 of 19 October 1987
(J Off République Française, 20 October 1987, pp. 12 245–12 248). Author-
izations to perform animal experiments according to this decree were
obtained from the French Ministère de l’Agriculture, de la Pêche et de l’Ali-
mentation (no. D 92-283, 13 December 2012). A total of 72 rats and 7 mice
were used for this study.

2.1 FRET-based sensors of cAMP and PKA
activity
Cytoplasmic cAMP was measured using the indicator of cAMP using Epac 3
(ICUE3), a FRET-based sensor.21 Nuclear localization of ICUE3 was
achieved by adding a C-terminal nuclear localization signal (ICUE3-NLS).13

PKA activity was measured with the FRET-based A-kinase activity reporter
3 (AKAR3).22 Because untargeted AKAR3 is localized both in the cytoplasm
and the nucleus, a specific cytoplasmic localization of AKAR3 was achieved
by adding a C-terminal nuclear export signal to AKAR3 (AKAR3-NES). A
specific nuclear localization was obtained by adding a C-terminal NLS
(AKAR3-NLS).22 Adenoviruses encoding Ad.AKAR3-NES and Ad.AKAR3-NLS
were generated using the ViraPower Adenoviral Expression System (Invitrogen)
according to the manufacturer’s protocol. The adenovirus encoding ICUE3 was
kindly provided by Dr Yang K. Xiang (University of California, Davis, CA, USA).
The adenovirus encoding ICUE3-NLS was generated by Welgen, Inc.

2.2 Isolation of adult rat ventricular myocytes
Male Wistar rats (200–250 g) were subjected to anaesthesia by intraperito-
neal injection of pentothal (0.1 mg/g). Individual ventricular myocytes were
obtainedby retrogradeperfusionof thehearts aspreviouslydescribed.23 See
Supplementary material online for details.

2.3 Adenoviral infection
The medium was replaced by 300 mL of FBS-free MEM containing one of the
following adenoviruses: Ad-AKAR3-NES, Ad-AKAR3-NLS, Ad-ICUE3, or
Ad-ICUE3-NLS. In some experiments, PKA was blocked by co-infecting
the cells with adenoviruses encoding a rabbit muscle PKA inhibitor
(Ad.PKI)24. All experiments were done 24–48 h after cell isolation.

2.4 FRET measurements of cytoplasmic
and nuclear cAMP and PKA activity
Cells were maintained at room temperature (20–258C) in the same Ringer
solution as described above. Images were captured every 5 s using the ×40
oil immersion objective of an inverted microscope (Nikon) connected to a
Cool SNAP HQ2 camera (Photometrics) controlled by the Metafluor soft-
ware (Molecular Devices). Cyan Fluorescent Protein (CFP) was excited
during 300 ms by a Xenon lamp (Nikon) using a 440/20BP filter and a
455LP dichroic mirror. Dual-emission imaging of CFP and Yellow Fluores-
cent Protein (YFP) was performed using a Dual-View emission splitter
equipped with a 510 LP dichroic mirror and BP filters 480/30 and 535/
25 nm, respectively.

2.5 Western blot studies
Adult rat ventricular myocytes (ARVMs) were lysed in cold HNTG buffer,
proteins were resolved by SDS–PAGE and transferred to nitrocellulose
membranes. Total and phosphospecific antibodies against CREB and
cMyBP-C and a calsequestrin antibody were used as detailed in Supplemen-
tary material online.
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2.6 Data analysis
For FRET measurements with AKAR3-NES and ICUE3, average fluores-
cence intensity was measured in the entire cell or in a portion of the cyto-
plasm with identical results. For AKAR3-NLS and ICUE3-NLS, average
fluorescence intensity was measured in a region of interest inside the
nuclei. Background was subtracted and YFP intensity was corrected for
CFP bleed through before calculating the ratio. Ratio images were obtained
with the ImageJ software. Average time course of the ratio represents the
mean of all cells measured in a given experimental condition. The data
were normalized to the ratio measured before the stimulus and expressed
as per cent change over basal. Student’s t-test was used to compare two
groups. Western blot data were compared with the Mann–Whitney test.
Concentration-response curves (CRCs) were compared by Fisher’s test.
A P-value of ,0.05 was considered statistically significant. Densitometric
analyses of western blots were performed using the Quantity one software
(Bio-Rad).

3. Results

3.1 Real-time measurements of cytoplasmic
and nuclear PKA activities in ARVMs
Adenoviruses were generated to express the FRET-based AKAR3 tar-
geted to the cytoplasm (AKAR3-NES) and the nucleus (AKAR3-NLS)

in ARVMs. YFP emission images were acquired by confocal microscopy
to examine their subcellular localization. As shown in Figure 1A, myo-
cytes infected at a multiplicity of infection (MOI) of 1000 active viral par-
ticles per cell showed AKAR3-NES expression in the cytoplasm but not
in the nuclei 24 h after infection. AKAR3-NLS expression could be
detected slightly earlier (18 h) in the nuclei and was excluded from
the cytoplasm (Figure 1B). However, this specific localization was de-
pendent on the time of expression and was completely lost at 48 h,
unless the MOI was reduced to 200 (see Supplementary material
online, Figure S1). In order to test the functionality of AKAR3 in each
compartment, cells infected with Ad.AKAR3-NES or Ad.AKAR3-NLS
at MOI 1000 for 24 h were stimulated with the b-AR agonist isopren-
aline (Iso, 1 mM), and the CFPand YFP fluorescencewere measured sim-
ultaneously in the entire cell for AKAR3-NES and in the two nuclei for
AKAR3-NLS (Figure 1C and D). As shown in the graphs and the corre-
sponding pseudocolor images, Iso strongly increased the YFP/CFP
ratio in the cytoplasm and also in both nuclei. The average change was
significantly larger in the cytoplasm (+38.6+2.1%) than in the nuclei
(+20.4+ 2.1%, P , 0.001), and both were abolished by application of
the PKA inhibitor H89 (10 mM) or by co-expression of the PKA inhibitor
peptide PKI (Figure 1E and F ). In the absence of Iso, neither H89 nor PKI
hadanyeffecton the basalYFP/CFP ratio in the cytoplasmor in thenuclei
(see Supplementary material online, Figure S2). To further characterize

Figure 1 Measurements of cytoplasmic and nuclear PKA activities in ARVMs. (A and B) Confocal Yellow Fluorescent Protein (YFP) images of ARVMs
infected with Ad.AKAR3-NES (A) and Ad.AKAR3-NLS (B). Scale bars: 10 mm. (C and D) Time course of the normalized YFP/Cyan Fluorescent Protein
(CFP) ratio upon b-AR stimulation by Iso (1 mM) alone and after addition of the PKA inhibitor H89 (10 mM) in myocytes expressing AKAR3-NES (C)
or AKAR3-NLS (D). Pseudo-colour images of the YFP/CFP ratio were recorded at the times indicated by the letters on the graphs. (E and F) Mean variation
(+SEM) of the YFP/CFP ratio upon stimulation with Iso (1 mM) in the presence or absence of H89 or PKI in ARVMs expressing AKAR3-NES (E) or
AKAR3-NLS (F). PKI was overexpressed by adenoviral infection. In (E), the numbers above the bars indicate the number of cells. In (F), the first
number above the bars indicates the number of cells and the second indicates the number of nuclei. Data are from eight rats. Statistical significance is indi-
cated as ***P , 0.001 vs. control; $$P , 0.01 vs. Iso; $$$ P , 0.001 vs. Iso.
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PKA activation by b-AR stimulation in the two compartments, CRCs
to Iso were generated. Supplementary material online, Figure S3A
shows a typical experiment in a myocyte expressing AKAR3-NES and
exposed to increasing concentrations of Iso between 0.1 nM and
1 mM. The YFP/CFP emission ratio increased in a concentration-
dependent manner until 30 nM Iso, and the effect was fully reversible
upon washout. Supplementary material online, Figure S3B compares
the average CRC obtained in the cytoplasm (black squares) and in
the nucleus (white squares). Hill fit of the data yielded apparent
maximal effects (Emax) of +46.1+ 2.1 and +27.6+6.2%, and half-
maximal activation values (EC50) of 1.8+ 0.3 and 4.2+1.0 nM in the
cytoplasm and the nuclei, respectively. The two curves were statistically
different as indicated by Fisher’s test (P , 0.001). When CRCs to
Iso were repeated in ARVMs infected with Ad.AKAR3-NES or
Ad.AKAR3-NLS at MOI 1000 during 48 h and the fluorescence was
measured in the entire cell, these differences were no longer observed
(see Supplementary material online, Figure S4). Thus, the decreased
efficiency and potency of Iso in the nucleus compared with the cyto-
plasm cannot be attributed to different properties of the targeted
probes.

3.2 Kinetics of cAMP and PKA activation
in the cytoplasm and in the nucleus of cardiac
myocytes
In addition to these steady-state differences, the kinetics of PKA activa-
tion was much faster in the cytoplasm than in the nuclei upon b-AR
stimulation (Figure 2A and B). Indeed, half-maximal PKA activation (t1/2 on)
was reached �30 s after addition of Iso in the cytoplasm, but required
�3 min in the nuclei (Figure 2B). This difference was also observed
upon direct AC activation with the hydrosoluble forskolin analogue
L-858051 (L-85, 30 mM, Figure 2C and D) or upon global PDE blockade
with 3-isobutyl-1-methylxantine (IBMX) (300 mM, Figure 2E and F ). In
both compartments, the response to Iso was faster than that to L-85
and to IBMX, and in the case of L-85, the maximal nuclear PKA activation
(+38.8+ 1.5%) was significantly higher than that obtained with Iso
(+21.4+ 2.4%, P , 0.001 vs. L-85) or IBMX (+22.1+3.1%, P ,

0.01 vs. L-85). To test whether restricted cAMP diffusion could be
involved in the slow phosphorylation of AKAR3-NLS uponb-AR stimu-
lation, wecompared the kinetics of cAMP in the cytoplasmand the nuclei
using the untargeted cAMP sensor, ICUE321 and a nuclear version of the

Figure 2 Comparative kinetics of cytoplasmic and nuclear PKA activation in response to different cAMP-elevating agents in ARVMs. Average time
courses of the normalized YFP/CFP ratio obtained from myocytes expressing AKAR3-NES (black squares) and AKAR3-NLS (white squares) upon (A),
b-AR stimulation with Iso (1 mM), (C) direct AC activation with L-858051 (L-85, 30 mM), and (E) global PDE inhibition with 3-isobutyl-1-methylxantine
(300 mM). N refers to the number of cells, and n refers to the number of nuclei. Each symbol on the graphs represents the mean (+SEM). (B, D, and F)
PKA activation kinetics (t1/2 on) obtained from experiments shown in (A, C, and E), respectively. Data are from 10 rats. Statistical significance is indicated
as ***P , 0.001.
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sensor, ICUE3-NLS.13 Myocytes infected with Ad.ICUE3 and
Ad.ICUE3-NLS expressed the probe in the cytoplasm and nuclei, re-
spectively (Figure 3A). b-AR stimulation with Iso (1 mM) produced a
fast increase in cAMP with similar onset kinetics (t1/2 on �20 s) in both
compartments (Figure 3B and C).

In a next series of experiments, we compared the effect of a transient
b-AR stimulation (Iso, 100 nM, 15 s) similar to those elicited by a startle
response on cytoplasmic and nuclear PKA activities. As shown in
Figure 4A, this induced a maximal activation of PKA in the cytoplasm
(+49.7+2.0%, P , 0.001), but a marginal increase in the nuclei
(+3.2+ 0.9%, P , 0.01). Similar differences were observed when com-
paring the PKA phosphorylation of myofilament protein cMyBP-C at
Ser282 with that of the nuclear transcription factor CREB at Ser133.
cMyBP-C was significantly phosphorylated upon a short (15 s) Iso stimu-
lation (Figure 4C), while CREB was not (Figure 4D). Prolonging the Iso ap-
plication to 15 min did not further increase cMyBP-C phosphorylation
(Figure 4C), but significantly increased CREB phosphorylation
(Figure 4D). In parallel experiments, we verified that Iso stimulation

(100 nM, 15 s and 15 min) did not modify total cMyBP-C and CREB
protein levels (see Supplementary material online, Figure S5). These
results suggest that the PKA-dependent regulation of contractility can
be dissociated from regulation of gene expression during short b-AR
stimulation.

3.3 Regulation of cytoplasmic and nuclear
PKA activities in cardiac myocytes
We next sought to characterize the regulatory mechanisms governing
PKA activation in the two compartments. We have shown previously
that PDE3 and PDE4 account for the majority of the cAMP-hydrolyzing
activity in ARVMs, and that PDE4 is predominant in the degradation of
cAMP generated by b-ARs at the plasma membrane and in the cyto-
plasm.6 Therefore, we examined the respective contribution of these
PDEs to the regulation of PKA activity in the cytoplasm and in the
nuclei using the specific PDE3 inhibitor cilostamide (Cil) and the specific
PDE4 inhibitor Ro 20-1724 (Ro). Neither Cil (1 mM) alone nor Ro
(10 mM) alone had any effect on the basal YFP/CFP ratio (see Supple-
mentary material online, Figure S6). ARVMs overexpressing AKAR3-
NES and AKAR3-NLS were briefly exposed to Iso (100 nM, 15 s) in
the presence of Cil or Ro. Each inhibitor was applied during 3 min
before the Iso pulse and continuously thereafter. As illustrated in
Figure 5, PDE3 inhibition with Cil did not alter cytoplasmic or nuclear
PKA activation by Iso (Figure 5A and B), whereas Ro greatly prolonged
PKA activation in the cytoplasm (t1/2 off ¼ 3.4+0.2 vs. 1.7+ 0.1 min
for Iso alone, P , 0.001) and in the nuclei (Figure 5C and D). Because
in cardiac myocytes PDE4D is enriched at the nuclear envelope,16,17,25 we
examined b-AR regulation of cytoplasmic and nuclear PKA activities in
adult mouse ventricular myocytes (AMVMs) from Pde4d-deficient
(Pde4d2/2)mice.26 In thesemyocytes, the response to Isopulse stimulation
in the cytoplasm was slightly, but significantly prolonged compared with
WT myocytes (t1/2 off ¼ 2.4+0.3 min in Pde4d2/2 vs. 1.5+0.2 min,
in WT, P , 0.05, Figure 5E). In the nuclei, similar to what we observed
in ARVMs, Iso pulse stimulation had virtually no effect on PKA activity in
WT AMVMs (+1.0+0.5%, P , 0.01, Figure 5F). However, in Pde4d2/2

myocytes, Iso stimulation increased nuclear PKA activity approximately
four-fold (+3.8+ 0.9% in Pde4d2/2 vs. WT, P , 0.05, Figure 5F). These
results are consistent with PDE4D being an important regulator of
nuclear cAMP/PKA signalling.

3.4 Contribution of Ser/Thr PPs to the
regulation of cytoplasmic and nuclear PKA
responses in ARVMs
In cardiac myocytes, PP1 and PP2A are the major Ser/Thr PPs that coun-
terbalance PKA activity. To assess the contribution of these PPs to the
modulationof the cytoplasmic and nuclearPKAresponses, FRETexperi-
ments were performed in ARVMs expressing AKAR3-NES or
AKAR3-NLS exposed to Iso pulse (100 nM, 15 s) in the presence of
Calyculin A (CalyA, 100 nM), which inhibits both PP1 and PP2A. As
shown in Figure 6A, CalyA markedly slowed down the dephosphoryla-
tion of AKAR3 by Iso in the cytoplasm (t1/2 off ¼ 7.0+ 1.6 vs. 1.5+
0.1 min for Iso alone, P , 0.05), and unmasked a strong PKA response
in the nucleus, which remained sustained for at least 8 min (Figure 6B).
To determine the participation of PP2A to these effects, okadaı̈c acid
(OA) was used at a concentration of 100 nM, at which it preferentially
inhibits this PP.27 As shown in Figure 6C, OA also slowed down the
dephosphorylation of AKAR3 in the cytoplasm (t1/2 off ¼ 3.0+0.3 vs.
1.5+ 0.1 min for Iso alone, P , 0.001), although to a lesser extent

Figure 3 Comparative measurements of cytoplasmic and nuclear
cAMP responses to a maintained b-AR stimulation in ARVMs. (A)
YFP images of ARVMs infected with Ad.ICUE3 or Ad.ICUE3-NLS at
MOI 1000 during 24 and 16 h, respectively. (B) Average time courses
of the normalized CFP/YFP ratio during upon b-AR stimulation with
Iso (1 mM) in myocytes expressing ICUE3 (black squares) or
ICUE3-NLS (white squares). Each symbol represents the mean
(+SEM). (C) Kinetics of cAMP elevation (t1/2 on) obtained from experi-
ments shown in (B). Bar graphs represent the mean + SEM. Data are
from five rats.
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than CalyA (P , 0.001). In contrast, OA had no effect on the nuclear
PKA response to Iso pulse stimulation (Figure 6D). In another series of
experiments, a potential role for PP2B (calcineurin) was investigated
using the PP2B-selective inhibitor cyclosporin A (CsA, 5 mM). As
shown in Figure 6E and F, CsA did not modify the PKA response to Iso,
neither in the cytoplasm nor in the nucleus. Taken together, these
results indicate that, upon b-AR stimulation, PP1 and PP2A contribute
to the AKAR3 dephosphorylation in the cytoplasm, whereas PP1 plays
a major role in the nucleus.

4. Discussion
Although it is known that PKA can regulate cardiac gene expression
through nuclear transcription factors such as CREB and specific Class
II HDACs, the modalities of nuclear PKA regulation have remained
elusive in cardiac myocytes. Here, we show the dynamics of this regula-
tion in response tob-AR stimulation in living adult cardiomyocytes. Our
results indicate thatb-AR stimulation of nuclear PKA activity is tempor-
ally dissociated from that of nuclear cAMP elevation and from that of
cytoplasmic PKA activation. This is consistent with activation of the
PKA holoenzyme in the cytoplasm and translocation of the C subunits
to the nucleus. We show that PDE4 is an upstream negative regulator
of this process, with PDE4D playing an important role in controlling
nuclear PKA activity, whereas PP1 and PP2A are downstream negative
regulators. Importantly, the contribution of PP1 and PP2A to the termin-
ation of the b-AR PKA response differs between these two compart-
ments, with PP1 being predominant in the nucleus.

One major finding was that, independentlyof the mechanism of cAMP
elevation, the kinetics of PKA activation was much slower in the nuclei
than in the cytoplasm, as previously reported in model cell
lines13,22 and primary neurons.28 Importantly, when measuring cytoplas-
mic and nuclear cAMP upon b-AR stimulation, no such delay was
observed (Figure 3) indicating that limited cAMP diffusion was not the
cause of the slow increase in nuclear PKA activity. This was consistent
with activation of PKA holoenzyme in the cytoplasm and slow transloca-
tion of the C subunits into the nuclei by passive diffusion.12 As a result, a
short b-AR stimulation marginally activated PKA and CREB phosphor-
ylation in the nuclei, while it maximally activated PKA and cMyBP-C
phosphorylation in the cytoplasm (Figure 4). Such temporal dissociation
of PKA action in the two compartments may have important implica-
tions for cardiac physiology and pathology. The fast kinetics of cytoplas-
mic PKA activation observed here closely mimic the kinetics of L-type
Ca2+ current stimulation6 and emphasize the importance of fast PKA ac-
tivation for the velocity and efficiencyof the fight-or-flight response. The
modest consequences on nuclear PKA activity and CREB phosphoryl-
ation suggest that PKA regulation of cardiac contractility can be disso-
ciated from regulation of gene expression during short-term
sympathetic stimulation. However, cAMP may also activate other
effectors such as Epac, which was shown to be localized not only at
the plasma membrane but also at the nuclear/perinuclear area in
cardiomyocytes.17,29 In adult rat ventricular myocytes, Epac activation
was shown to contribute to the pro-hypertrophic effects ofb-AR stimu-
lation30 in part by increasing nuclear [Ca2+] and CaMKII-dependent
nuclear export of HDAC5, with consequent derepression of the

Figure 4 Comparison of cytoplasmic and nuclear PKA responses upon brief b-AR stimulation in ARVMs. (A and B) Average time course of cytoplasmic
and nuclear PKA activities induced by Iso (100 nM, 15 s) in ARVMs expressing AKAR3-NES (A) and AKAR3-NLS (B). Each symbol represents the mean
(+SEM). (C and D) Phosphorylation levels of cMyBP-C (C) and CREB (D) in ARVMs treated or not with 100 nM Iso for 15 s or 15 min. Calsequestrin
(CSQ) was used as a loading control. Bar graphs represent the mean+ SEM, and the numbers above the bars indicate the number of independent experi-
ments. Data are from 19 rats. Statistical significance between control and Iso conditions is indicated as: *P , 0.05; **P , 0.01.
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transcription factor MEF2.29 Our results also show that sustained
b-AR activation, as may occur during intense and prolonged physical
exercise or following myocardium injury, increases nuclear PKA
activity and CREB phosphorylation. While the CREB/CREM family
of transcription factors may contribute to b-AR-dependent maladap-
tive remodelling,19,20 PKA can also phosphorylate HDAC5 in the
nucleus.9,11 This, in contrast to phosphorylation by CaMKII and
PKD,31 –33 favours its nuclear retention, and the repression of the hyper-
trophic gene programme.9,11 Altogether these results illustrate the
dynamic and versatile nature of nuclear cAMP signalling, which may
exert both beneficial and detrimental influences on the adult heart
depending on the respective balance between the different target
effectors.

Our finding thatPDE4 inhibition strongly prolongedb-AR stimulation
of PKA activity in the cytoplasm, whereas PDE3 had no effect, is consist-
ent with the relative contribution of these two PDE families to cAMP
degradation in the cytoplasm of ARVMs following a short b-AR

stimulation.6 Analysis of cardiomyocytes from Pde4d2/2 mice further
shows the participation of this specific isoform to termination of b-AR
responses in ARVMs, which is consistent with the reported role of
PDE4D in potentiating b-AR-stimulated contraction rate in neonatal
cardiomyocytes from Pde4d2/2 34 and the reported roles of PDE4D
variants in b-AR signalling and ECC in heart.4,35,36 PDE3 and PDE4 rep-
resent the major PDE activities in cardiac nuclei and are primarily loca-
lized at the nuclear envelope.25 Here, we show that, following short
b-AR stimulation, PDE4 predominates to control nuclear PKA activa-
tion. Results in cardiomyocytes from Pde4d2/2 mice further indicate
that the lack of PDE4D enhanced nuclear PKA responses tob-AR stimu-
lation, which is consistent with the presence this isoform at the nuclear
membrane.16,17,25 Because at the nuclear envelope, PDE4D is integrated
in a macromolecular complex including mAKAP and is involved in the
regulation of cardiomyocyte hypertrophy,17,37 our results suggest that
dysregulation of nuclear PKA activity following the loss of PDE4D may
participate in the late onset dilated cardiomyopathy observed in

Figure 5 Role of PDE3 and PDE4 in the regulation of cytoplasmic and nuclear PKA activities. (A and B) Effect of PDE3 inhibition with 1 mM Cil (black
squares) on cytoplasmic (A) and nuclear (B) PKA responses to Iso (100 nM, 15 s) in ARVMs expressing AKAR3-NES and AKAR3-NLS, respectively. (C
and D) Effect of PDE4 inhibition with 10 mM Ro (black squares) on cytoplasmic (C ) and nuclear (D) PKA responses to Iso (100 nM, 15 s) in ARVMs expres-
sing AKAR3-NES and AKAR3-NLS, respectively. Cil or Ro was applied 3 min before a 15 s pulse of Iso and then maintained throughout the experiments.
Solid lines indicate the effect of Iso alone. Data are from four rats. (E and F) Effect of Pde4d gene ablation on Iso (100 nM, 15 s)-induced activation of PKA in
the cytoplasm (E) and the nuclei (F ) in AMVMs from wild-type (WT, solid lines) and PDE4D-deficient (Pde4d2/2, black squares) AMVMs. Data are from
seven mice. Each symbol in A–F represents the mean+ SEM.
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Pde4d2/2 mice.35 In HEK293 cells, PDE4 inhibition dramatically acceler-
ated the nuclear PKA response to a maintained application of forskolin,
implying that PDE4 inhibition uncovered a nuclear pool of PKA in these
cells.13 Although the pulse stimulation used here did not allow unam-
biguous determination of the onset kinetics, our data do not support a
similar acceleration of nuclear PKA activation by PDE4 inhibition in
ARVMs (Figure 5). Rather, a different arrangement of components may
exist in cardiac myocytes, with PDE4 being located at the nuclear
envelope,16,25 where it controls the extent of C subunits released
upon b-AR stimulation and transferred into the nucleus from an extra-
nuclear pool of PKA holoenzyme.

Our study shows that Ser/Thr PPs PP1 and PP2A contribute
differently to AKAR3 dephosphorylation between the cytoplasm and
the nucleus. The balanced contribution of PP1 and PP2A in the

cytoplasm is consistent with these two PPs playing a major role in con-
trolling the phosphorylation status of ECC proteins and in counteracting
the b-AR/cAMP/PKA-mediated functional effects in cardiac myocytes.5

In contrast, PP2B inhibition had no effect, suggesting a minor participa-
tion of calcineurin in AKAR3 dephosphorylation in the bulk cytoplasm
and the nuclei when PP1 and PP2A are active. A more important partici-
pation of PP2B might occur in pathological contexts, such as cardiac
pressure-overload hypertrophy, where PP2B is activated.38 In agree-
ment with this hypothesis, it was reported that PP2B blunts b-AR
phosphorylation of PLB in spontaneously hypertensive rats.39 More-
over, whereas PP2B is not detected in the nuclei of normal heart, it is
clearly localized in this compartment in the diseased myocardium.40

While our work was in revision, Yang et al.41 published an independ-
ent report in neonatal cardiomyocytes where they found similar kinetics

Figure 6 Contribution of Ser/Thr PPs to the apparent PKA activity in the cytoplasm and the nuclei of ARVMs. (A and B) Effect of concomitant PP1 and
PP2A inhibition with CalyA (100 nM) on cytoplasmic (A) and nuclear (B) PKA responses to Iso (100 nM, 15 s) in ARVMs. (C and D) Effect of PP2A inhibition
with OA (100 nM) on Iso (100 nM, 15 s)-induced stimulation of PKA in the cytoplasm (C) and the nuclei (D) of ARVMs. (E and F) Effect of PP2B inhibition
with CsA (5 mM) on transient b-AR responses in the cytoplasm (E) and the nuclei (F) of ARVMs. Cells were infected with Ad.AKAR3-NES or
Ad.AKAR3-NLS for 48 h. OA (black squares), CsA (black squares), or control DMSO (solid lines) were pre-incubated for 1 h at 378C and then maintained
throughout the experiments. CalyA (black squares) or control DMSO (solid lines) was applied 2 min before the 15 s pulse of Iso and then maintained
throughout the experiments. Data are from 12 rats. Each symbol in A–F represents the mean+ SEM.
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differences in cytoplasmic and nuclear PKA activation, which supports
activation of the PKA holoenzyme in the cytoplasm and translocation
of the C subunits to the nucleus in neonatal myocytes. Yang et al.,
however, did not investigate the role of PDE families in b-AR response
as done here. Their modelling approach predicts a determinant role of
PPactivityon theamplitude ofnuclearPKAresponse,which is consistent
with what we found here.

PP1 has been shown to have crucial functions in the nucleus of other
cell types.42 Our data suggest that a nuclear PP1 efficiently suppresses
PKA activation in the nucleus, and this could provide new opportunities
to selectively manipulate nuclear b-AR signalling independently of ECC
regulation. As stated above, it has been proposed recently that PKA
favours nuclear accumulation of HDAC5, thereby inhibiting cardiomyo-
cyte hypertrophy.9,11 Thus, nuclear PP1 inhibition may enhance this car-
dioprotective effect of b-AR stimulation without increasing the
phosphorylation of PLB and RyR2 as observed upon global PP1 inhib-
ition, which—although beneficial on the short term—is associated
with an increased risk of ventricular arrhythmia and the development
of a progressive cardiomyopathy with aging.43

In summary, our results demonstrate for the first time that b-AR-
stimulated PKA activity is differentially regulated in the cytoplasm and
the nuclei of adult rat ventricular myocytes, and delineate the respective
role of PDE3 and PDE4 and of PPs in this process. Our results unveil
PP1 as a critical negative regulator of nuclear PKA in response to b-AR
stimulation, and this should have important functional consequences
for thecontrolofnuclearPKAtargets suchastheCREBfamilyof transcrip-
tion factors and Class IIHDACs, whichare involved inpathological cardiac
remodelling and in the adverse effects of chronic b-AR stimulation.

Supplementary material
Supplementary material is available at Cardiovascular Research online.
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II. Rôle des récepteurs β1- et β2-ARs dans la régulation de 

l’activité PKA cytoplasmique et nucléaire des cardiomyocytes de 

rat adulte 

II.1. Introduction 

Dans le cœur il existe principalement deux sous types de récepteurs β-ARs : β1- et β2-ARs. 

Malgré le fait que les deux types récepteurs soient couplés à la voie de signalisation classique 

Gs/AMPc/PKA, les récepteurs β1- mais pas β2-ARs provoquent des effets inotrope et lusitrope 

puissants ainsi que la phosphorylation de l’ensemble des protéines clés du CEC. De plus, la 

stimulation chronique des récepteurs β1-ARs exerce des effets pro-apoptotiques alors que celle 

des récepteurs β2-ARs exerce un effet anti-apoptotique (Communal et al., 1999; Chesley et al., 

2000; Zhu et al., 2003; Zhang et al., 2013). 

Le premier but de cette étude été de déterminer si les deux sous types de récepteurs β1- et β2-

ARs étaient capable de réguler de la même manière l’activité PKA nucléaire et de déterminer 

les conséquences de leur activation sur la régulation du facteur pro-apoptotique ICER, un gène 

connu pour être régulé par la PKA et rapidement induit sous stimulation β-AR (Tomita et al., 

2003). Dans un deuxième temps, nous nous sommes intéressés aux potentiels mécanismes 

régulateurs pouvant être responsables des différences observées entre ces deux récepteurs dans 

la régulation de l’activité PKA nucléaire. Pour cela, nous avons évalué le rôle de la localisation 

des récepteurs dans les cavéoles, leur couplage aux protéines Gi, leur désensibilisation par les 

GRK2 ainsi que le role des PDEs dans les différences qu’on a observées. De plus, nous avons 

également étudié le rôle de l’ancrage de la PKA prés de la membrane nucléaire, dans la 

régulation de l’activité PKA nucléaire. Nous avons également étudié les différentes 

modifications dans la régulation de l’activité PKA cytoplasmique et nucléaire lors de 

l’insuffisance cardiaque.  

Les résultats de ce travail sont présentés dans l’article qui suit. 

II.2. Article 2: PDE4 and mAKAPβ are nodal organizers of β2-ARs nuclear 

PKA signaling in cardiac myocytes 

Ibrahim Bedioune, Florence Lefebvre, Patrick Lechêne, Audrey Varin, Valérie Domergue, 

Michael S. Kapiloff, Rodolphe Fischmeister, Grégoire Vandecasteele 
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Abstract 

 

Aims 

β1- and β2-adrenergic receptors (β-ARs) produce different acute contractile effects on the 

heart partly because they impact on different cytosolic pools of cAMP-dependent protein 

kinase (PKA). They also exert different effects on gene expression but the underlying 

mechanisms remain unknown. The aim of this study was to understand the mechanisms by 

which β1- and β2-ARs regulate nuclear PKA activity in cardiomyocytes. 

Methods and Results 

We used cytoplasmic and nuclear targeted FRET-based biosensors to examine cAMP 

signals and PKA activity in adult rat ventricular myocytes upon selective β1- or β2-ARs 

stimulation. Both β1- and β2-AR stimulation increased cAMP and activated PKA in the 

cytoplasm. While the two receptors also increased cAMP in the nucleus, only β1-ARs 

increased nuclear PKA activity and up-regulated the PKA target gene and pro-apoptotic 

factor, inducible cAMP element repressor (ICER). Inhibition of PDE4, but not Gi, PDE3, 

GRK2 nor caveolae disruption disclosed nuclear PKA activation and ICER induction by β2-

ARs. Both nuclear and cytoplasmic PKI prevented nuclear PKA activation and ICER 

induction by β1-ARs, indicating that PKA activation outside the nucleus is required for 

subsequent nuclear PKA activation. Down-regulation of mAKAPβ partially inhibited nuclear 

PKA activation upon β1-AR stimulation, and drastically decreased nuclear PKA activation 

upon β2-AR stimulation in the presence of PDE4 inhibition.  

Conclusions 

β1- and β2-ARs differentially regulate nuclear PKA activity and ICER expression in 

cardiomyocytes. PDE4 insulates a mAKAPβ-targeted PKA pool at the nuclear envelope that 

prevents nuclear PKA activation upon β2-AR stimulation.  

Key words: adrenergic receptors - cAMP-dependent protein kinase - compartmentation - 

nucleus. 
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Introduction 

Acute stimulation of β-adrenergic receptors (β-ARs) is essential for the adaptation of cardiac 

performance to physiological needs, but persistent activation exerts deleterious effects that 

ultimately result in heart failure (HF). The normal heart mainly expresses β1- and β2-AR 

subtypes, and although both couple to the Gs/cAMP/PKA cascade, their functional effects 

differ markedly. β1- but not β2-ARs elicit strong inotropic and lusitropic responses associated 

with concerted phosphorylation of excitation-contraction coupling (ECC) proteins1, induce HF 

upon moderate expression2, 3, and promote cardiomyocyte apoptosis.4 

These diverse effects are explained by a functional compartmentation model which 

integrates alternative coupling of β2-ARs to Gi,4, 5 distinct location of receptors in specialized 

microdomains of the plasma membrane,6-10 differential coupling of β1- and β2-ARs to adenylyl 

cyclases (AC) type V and VI,11 and differential regulation by cyclic-nucleotide 

phosphodiesterases (PDEs) type 3 and 4.12 Additional differences between β1- and β2-ARs 

include receptor desensitization, with β2-ARs being more rapidly internalized than β1-ARs.13 

Another critical organizer of β-AR signalling integration is constituted by A-kinase anchoring 

proteins (AKAPs). In cardiomyocytes, AKAPs target PKA to the plasma membrane, the 

sarcoplasmic reticulum and the myofilaments for local regulation of major ECC proteins.14 

AKAPs also target PKA to other intracellular organelles such as the nucleus to regulate gene 

expression.14, 15 In cardiomyocytes, the scaffold protein muscle AKAPβ (mAKAPβ) organizes 

a complete cAMP signalling module including PKA and PDE4D3 at the nuclear envelope. 

Because PDE4D3 is phosphorylated and activated by PKA16 this constitutes a negative 

feedback loop modulating local cAMP level and PKA activity.17 Several subsequent studies 

showed that mAKAPβ assemble a much larger signalosome which major function is to 

modulate pathological hypertrophy.18-20 Upon β-AR stimulation and cAMP elevation, PKA 

activation also drives CREB-dependent transcriptional activation of inducible cAMP early 

repressor (ICER), a potent pro-apoptotic factor in cardiomyocytes.21, 22 In addition, PKA 

regulates class II histone deacetylases (HDACs) 4 and 5 in the nucleus.23-25 However, thus 

far the mechanisms that control the dynamics of nuclear PKA activity in cardiomyocytes 

remain poorly understood. We and others have used genetically-encoded PKA biosensors 

targeted to the cytoplasm and the nucleus to show temporal segregation of PKA responses 

in both compartments in neonatal and adult cardiomyocytes.26, 27 Such organization provides 

a mechanism by which acute β-AR stimulation may regulate contractility independently of 

gene expression. Our previous results also identified PDE4 as an important upstream 

regulator of nuclear PKA activity upon β-AR stimulation. However, how cAMP/PKA signalling 
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generated by β1- and β2-ARs are integrated in the nucleus of cardiomyocytes and whether 

this participates in functional differences observed upon stimulation of these receptors 

remains elusive. Here, we reveal that β1- and β2-ARs differentially regulate nuclear PKA 

activity in adult cardiomyocytes. We provide evidence that PDE4 prevents activation by β2-

ARs of a mAKAPβ-targeted PKA pool at the nuclear envelope which is required for PKA 

activation inside the nucleus and ICER induction.  

 

 

Methods 

An expanded methods section is provided in the online Data Supplement. 

Experimental Animals 

All procedures were performed in accordance with the European Community guiding 

principles in the Care and Use of Animals (2010/63/UE), the local Ethics Committee (CREEA 

Ile-de-France Sud) guidelines and the French decree n° 2013-118 on the protection of 

animals used for scientific purposes. Male Wistar rats were anesthetized by intraperitoneal 

injection of pentobarbital (0.1 mg/g). 

 

FRET-Based cAMP and PKA Measurements in adult rat ventricular myocytes 

After transduction of freshly isolated adult rat ventricular myocytes (ARVMs) with the 

appropriate adenoviruses, cells were subjected to FRET measurements as described.26 

 

 

Results 

 

β1- and β2-ARs differentially regulate nuclear PKA activity in adult cardiomyocytes 

To analyse the dynamics of PKA activity in the bulk cytoplasm and in the nucleus, we used 

genetically encoded A-kinase activity reporters (AKAR3) based on Förster resonance energy 

transfer (FRET) and targeted to these compartments by the addition of a nuclear export 

sequence (NES), and a nuclear localizing sequence (NLS), respectively.28 As shown 

previously26 and in the pseudocolour images of Fig. 1, adenoviral transfer at a multiplicity of 

infection (MOI) of 1000 active viral particles per cell for 24h allowed robust and compartment-

specific expression of these biosensors in adult rat ventricular myocytes (ARVMs). 

To determine how β1- and β2-ARs regulate cytoplasmic and nuclear PKA activities in ARVMs, 

we selectively stimulated these two receptors using a combination of isoprenaline (Iso) and 
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either the β2-AR antagonist ICI 118,551 (ICI, 10 nM) or the β1-AR antagonist CGP 20712A 

(CGP, 100 nM), respectively. Stimulation of cytoplasmic PKA activity by β1- and β2-ARs were 

completely abolished by 100 nM CGP and 10 nM ICI, respectively, indicating that the chosen 

concentrations of ICI and CGP in combination with Iso were appropriate for selective 

stimulation of β-AR subtypes (Supplementary Fig. 1). β1-AR stimulation led to a fast increase 

in cytoplasmic PKA activity and a robust, but slower increase in nuclear PKA activity (Fig. 1A 

and B). In contrast, β2-AR stimulation increased cytoplasmic PKA activity but had negligible 

effects on nuclear PKA activity (Fig. 1C and D). As shown in Fig. 1E, β1-AR stimulation 

increased PKA activity in a concentration-dependent manner in both compartments, whereas 

this occurred only in the cytoplasm with β2-AR stimulation (Fig. 1F). In Fig. 1G, nuclear PKA 

activation was plotted as a function of cytoplasmic PKA activation for the two receptors. The 

steeper slope of the linear regression further illustrates that β1-ARs are more efficient than 

β2-ARs to increase nuclear PKA activity, even when cytoplasmic PKA is activated at the 

same level. 

 

β1- and β2-ARs elevate cAMP in the nucleus 

Because cAMP generated generated by β2-ARs was reported to be locally confined29, we 

hypothesized that cAMP may not reach the nucleus upon β2-AR stimulation, hence 

explaining the lack of PKA activation in this compartment. To test this hypothesis, we 

generated a nuclear-targeted version of the cytoplasmic cAMP sensor Epac-SH187 by addition 

of 3 NLS at the C-terminus (Epac-SH187-3NLS).30 Adenoviral vectors allowed robust and 

compartment-specific expression of Epac-SH187 and Epac-SH187-3NLS in ARVMs at 24h 

(Supplementary Fig. 2A). As shown by the individual traces in Fig. 2A-D and summarized in 

Fig. 2E and 2F, stimulation of both β1- and β2-ARs increased cAMP in a concentration-

dependent manner in the two compartments. Regardless of the receptor type or the Iso 

concentration employed, the FRET responses recorded in the nucleus were systematically 

higher than in the cytoplasm. This difference apparently reflected a greater sensitivity of the 

3NLS version of the sensor to cAMP and not higher cAMP levels in the nucleus. When the 

changes in FRET induced by Iso in the cytoplasm were determined for both sensors 

following expression for 48h, a condition for which the Epac-SH187-3NLS sensor became 

expressed not only in the nucleus, but also in the cytoplasm (Supplementary Fig. 2B), the 

cytoplasmic response of the mislocalized Epac-SH187-3NLS sensor to Iso was higher than 

that measured with Epac-SH187 (Supplementary Fig. 2C). Regardless of the difference in 

sensitivity of the Epac-SH187 and Epac-SH187-3NLS sensors, the relative response in the 

cytoplasmic and nuclear compartments did not differ between β1- and β2-ARs (Fig. 2G), in 
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contrast to what was observed with the PKA sensors (Fig. 1G). Thus the lack of nuclear PKA 

activation cannot be attributed to the absence of a global nuclear cAMP elevation upon β2-

AR stimulation. 

 

 

Mechanisms that prevent nuclear PKA activation by β2-ARs 

Multiple mechanisms have been proposed to compartmentalize β2-AR activation of PKA, by 

acting not only on cAMP generation and propagation but also downstream. In particular, 

receptor coupling to Gi may not only temper cAMP synthesis, but also activate alternative 

signalling pathways through βγ to circumvent the concurrent PKA activation.31, 32To test this 

hypothesis, we inhibited Gi with pertussis toxin (PTX, 1.5 µg/mL, 2h). As a control, we 

verified that PTX effectively blocked the anti-adrenergic effect of acetylcholine on the β1-AR-

induced cytoplasmic PKA activation (Supplementary Fig. 3A and 3B). Under β2-AR 

stimulation, PTX-treated cells exhibited higher cytoplasmic PKA activity but no difference in 

nuclear PKA activation (Fig. 3A, 3B). Similarly, overexpression of a C-terminal fragment of 

GRK2 (βARK-ct, supplementary Fig. 3C), that scavenges βγ subunits of heterotrimeric G 

proteins and prevents GRK2 phosphorylation and desensitisation of the receptor, potentiated 

cytoplasmic PKA activity, but was without effect on nuclear PKA activity (Fig. 3C, 3D). 

Another related mechanism for β2-AR compartmentalization is receptor localization to 

caveolae.6, 8, 10 To address this possibility, caveolae were disrupted by treating the cells with 

methyl-β-cyclodextrin (MβCD, 2 mM, 1h) to deplete cholesterol, or by overexpressing a 

dominant negative caveolin-3 mutant (Cav3DN).10 The efficiency of MβCD to deplete 

cholesterol was verified by filipin staining, whereas expression of Cav3DN was demonstrated 

by immunocytochemistry and western blot (Supplementary Fig. 4A-C). In both cases, 

caveolae-disrupted cells showed potentiation of cytoplasmic but not nuclear PKA activity 

upon β2-AR stimulation (Fig. 3E-H). Conversely, overexpression of wild type Cav3 induced a 

small decrease in β2-AR-stimulated cytoplasmic PKA activity, consistent with its previously 

reported effect on β2-AR-generated cytoplasmic cAMP (Supplementary Fig. 4D).10 

Thus, inhibition of Gi, of GRK2, and caveolae disruption potentiated β2-AR stimulation of PKA 

activity in the cell cytoplasm as expected, but did not confer PKA activation in the nucleus. 

Because recent studies emphasised the role of PDE3 and PDE4 in controlling the activation 

of discrete PKA pools by β1- and β2-ARs in cardiomyocytes33, we investigated the 

contribution of these enzymes to the regulation of cytoplasmic and nuclear PKA. We have 

shown previously26 that neither the PDE3 inhibitor cilostamide (Cil, 1 µM) alone nor the PDE4 

inhibitor Ro-201724 (Ro, 10 µM) alone has an effect on basal PKA activity. Under β1-AR 
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stimulation, PDE4 inhibition potentiated both cytoplasmic and nuclear PKA activities whereas 

PDE3 inhibition had no significant effect (Fig. 4A and 4B). In comparison, under β2-AR 

stimulation PDE3 inhibition led to a large potentiation of cytoplasmic PKA activity but was 

without effect on nuclear PKA activity (Fig. 4C and 4D). Interestingly, PDE4 inhibition had a 

similar potentiating effect on cytoplasmic PKA activity under β2-AR stimulation but in this 

case it generated a strong nuclear PKA activation (Fig. 4C and 4D). These results unveiled a 

critical role of PDE4 in controlling nuclear PKA activation. 

 

β1- and β2-ARs differentially regulate the PKA target gene and pro-apoptotic factor, 

ICER 

To assess the functional consequences of nuclear PKA activation by β1- and β2-ARs on gene 

expression, the expression of inducible cAMP early repressor (ICER), a member of the 

CREB family of transcription factors known as a critical pro-apoptotic factor in 

cardiomyocytes,21, 22, 34 was studied. β1-AR stimulation of isolated ARVMs led to a strong 

induction of ICER mRNA (Fig. 4E) which was not observed in cells transduced with an 

adenovirus encoding a selective PKA inhibitor peptide (PKI) (Supplementary Fig. 5A). This 

effect was potentiated by concomitant PDE4 inhibition, but not by PDE3 inhibition (Fig. 4E). 

In comparison, β2-AR stimulation alone had no significant effect on ICER expression, but 

concomitant PDE4 inhibition resulted in ICER induction (Fig. 4F). In the absence of β-AR 

stimulation, PDE3 and PDE4 inhibition were without effect on ICER expression 

(Supplementary Fig. 5B). 

 

β1-AR stimulation of nuclear PKA requires an extranuclear PKA pool 

In HEK293 cells, Sample et al. showed that PDE4 controls a nuclear pool of PKA.15 In order 

to determine whether the PKA pool involved in the β1-AR-induced nuclear PKA activation is 

localized outside or inside the nucleus in cardiomyocytes, we fused the first 25 amino acids 

of PKI with the red fluorescent protein mCherry and appended either a NES or 3 NLS to the 

C-terminus for cytoplasmic or nuclear targeting, respectively. As shown in the images and 

intensity profiles of Fig. 5A and 5B, the resulting constructs localized specifically in the 

compartment of interest in ARVMs. To verify the efficiency of PKA inhibition by cytoplasmic 

PKI and the specificity of nuclear PKI targeting, β-AR stimulation of Ca2+ transients was 

compared in Fura2-loaded and electrically paced ARVMs expressing these constructs or β-

Gal. As shown in Supplementary Fig. 6, β-AR stimulation with 10 nM Iso increased Ca2+ 

transient amplitude to a similar extent in ARVMs expressing β-Gal or PKI-3NLS, whereas 

these effects were absent in ARVMs expressing PKI-NES. As shown in Fig. 5C, in ARVMs 
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co-expressing AKAR3-NLS and PKI-3NLS, nuclear PKA activation by β1-ARs was abolished 

as expected. However, this was also the case in myocytes co-expressing PKI-NES (Fig. 5D). 

Both cytoplasmic and nuclear PKI also blocked ICER mRNA induction by β1-ARs (Fig. 5E). 

These results show that upon β1-AR stimulation, PKA activation outside the nucleus is a 

prerequisite to enhanced nuclear PKA activity and ICER induction. 

 

Role of mAKAP in the activation of nuclear PKA by β1- and β2-ARs  

In cardiomyocytes, muscle A-kinase anchoring protein (mAKAPβ) has been shown to 

organize a cAMP-responsive network containing PKA and PDE4 at the perinuclear 

membrane.17 To study the contribution of mAKAPβ in shaping nuclear PKA responses under 

β1- or β2-AR stimulation, we used adenoviruses expressing a short hairpin RNA (shRNA) to 

reduce its expression.35 As shown in Fig. 6A and 6B, this led to ~50% decrease in mAKAPβ 

perinuclear staining 72h post-transduction. Downregulation of mAKAPβ had no effect on the 

bulk cytoplasmic PKA activity under either β1-AR (Fig. 6C) or β2-AR stimulation in the 

presence of Ro (Fig. 6D). In contrast, mAKAPβ silencing induced a small decrease in β1-ARs 

stimulation of nuclear PKA activity (Fig. 6E) and a major, ~60% reduction of β2-AR+Ro 

stimulation (Fig. 6F). These results indicate that when PDE4 is inhibited, stimulation of β2-

ARs activates a specific pool of PKA maintained by mAKAPβ at the nuclear envelope to 

increase PKA activity inside the nucleus. This specific mAKAPβ-dependent PKA pool may 

also be mobilized upon β1-AR stimulation, albeit contributing to total nuclear PKA activity to a 

much lesser extent. 

 

 

Discussion 

 

Numerous studies have emphasized the importance of spatiotemporal control of cAMP/PKA 

pools in specific subcellular compartments for physiological regulation of cardiomyocyte 

contractile function. By comparison, the mechanisms that control nuclear PKA activity are 

less well understood, despite their critical importance for modulation of gene expression and 

long term modification of cell growth and apoptosis by β-ARs. Here, we provide the first 

evidence that β1- and β2-ARs differentially activate nuclear PKA and gene expression in adult 

cardiomyocytes. As illustrated in Fig. 7, our results support a model in which PDE4 insulates 

a mAKAPβ-targeted PKA pool at the nuclear envelope that prevents nuclear PKA activation 

and ICER induction upon β2-AR stimulation, whereas the broader β1-AR stimulation engages 

additional PKA pools to enhance nuclear PKA activity and ICER expression. 



9 

 

 

In this study we found that under selective β1-AR stimulation, PKA was activated in both the 

cytoplasmic and nuclear compartments, whereas β2-AR stimulation was less efficient to 

activate cytoplasmic PKA and failed to activate nuclear PKA. The slower kinetics of nuclear 

versus cytoplasmic PKA activation observed upon β1-AR stimulation are consistent with 

previous observations using isoprenaline in cardiomyocytes26, 27 and suggest that the PKA 

holoenzyme is first activated outside the nucleus and then the catalytic subunits translocate 

inside the nucleus by diffusion, which is a slow process.36 The fact that cytoplasmic PKI 

abolished PKA phosphorylation of the nuclear-targeted PKA biosensor and induction of ICER 

upon β1-AR stimulation strongly supports this model and argues against the contribution of a 

nuclear resident pool of PKA as demonstrated in HEK293 cells.15 These results also offer a 

complementary view to the local-activation/local-action of PKA signalling which prevails in 

other subcellular compartments of cardiomyocytes.  

 

The robust increase in cytoplasmic PKA activity observed here for β1-ARs compared to the 

smaller β2-AR effect is consistent with previous real-time monitoring of PKA activity in mouse 

ventricular myocytes.37 However, this difference is not sufficient to explain the lack of nuclear 

PKA activation by β2-ARs since for a similar increase in cytoplasmic PKA activity, β1- but not 

β2-ARs activate nuclear PKA (Fig. 1G). Thus, compartmentalization rather than intensity of 

β2-AR signals must explain their inability to induce nuclear PKA activation. However, our 

cAMP measurements with a fourth-generation cAMP FRET sensor harboring a superior 

dynamic range30 clearly showed that β2-AR stimulation elevated cAMP in the nucleus. This 

result was not expected given a previous report that β2-AR stimulation generates locally 

confined cAMP signals.29 However, a recent study using the same biosensor suggests that 

cAMP diffusivity is equivalent upon non-selective β-AR or selective β2-AR stimulation.38 Thus, 

one possibility is that the cAMP generated by β2-AR stimulation is able to diffuse to the 

nucleus even if the receptor and organelle are located at some distance from each other. But 

alternatively, β2-ARs could be localized in close proximity to the nucleus in ARVMs. Indeed, 

β2-ARs were shown to be located in T-tubules9, and T-tubules are known to extend from the 

cell surface to the nuclear envelope, where they establish close contacts with the nucleus.39, 

40 

 

Previous studies have proposed that alternative coupling of β2-ARs to Gi and their 

localization to caveolae circumvent β2-AR signalling by acting not only at the level of cAMP, 

but also downstream, by activating phosphatases.8, 31, 32 Accordingly, inhibition of Gi or 



10 

 

disruption of caveolae potentiated β2-AR responses in the cytoplasm. However, these 

manoeuvres failed to unmask an effect of β2-AR stimulation on nuclear PKA activity, making 

it unlikely that phosphatase activation would explain the lack of β2-AR response in this 

compartment. Similarly, we show that βARK-ct overexpression potentiates β2-AR-induced 

cytoplasmic but not nuclear PKA activity. The former is consistent with inhibition of β2-AR 

desensitization, and consequent increased Gs signalling, but could also be explained by a 

decrease in Gi signalling, since it has been shown that GRK2-mediated phosphorylation of 

β2-ARs is important for β2-AR coupling to Gi
41, 42 In addition, βARK-ct should also prevent the 

recruitment of PDE4 to β2-ARs43 as recently demonstrated.44 Altogether, these data 

demonstrate that nuclear PKA activity can be dissociated from the bulk cytoplasmic PKA 

activity upon β2-AR stimulation, and that none of the above mechanisms is sufficient to 

explain the lack of nuclear PKA activation upon β2-AR stimulation. 

 

It is undisputed that higher rates of local cAMP degradation by PDEs participate in curtailing 

cAMP signal.45 For this reason, we investigated the role of PDE3 and PDE4, the two major 

cAMP-hydrolyzing PDEs expressed in rat cardiomyocytes,12 in tuning cytoplasmic and 

nuclear PKA responses to β-AR stimulation. Our findings show that PDE3 plays a minor role 

in regulating β1-AR stimulation, but controls cytoplasmic PKA activity in response to β2-AR 

stimulation, whereas PDE4 acts as the main modulator of PKA activity under both β1- and β2-

AR stimulation. These data are consistent with earlier work showing that PDE4 regulates 

cAMP levels under both β1- and β2-AR stimulation, whereas PDE3 preferentially regulates 

cAMP generated under β2-AR stimulation.29 Strikingly, PDE4 inhibition unmasked nuclear 

PKA activation under β2-AR stimulation. Although several PDE4 isoforms were shown to be 

associated with β2-ARs43, 46, our cAMP measurements are not compatible with PDE4 

preventing cAMP generated by β2-AR stimulation to access the nucleus. Hence, we 

reasoned that PDE4 may act as a sink, isolating a discrete PKA pool from cAMP influx 

generated upon β2-AR stimulation.47 In cardiomyocytes, a perinuclear pool of PKA is 

maintained together with PDE4D3 by the scaffolding protein mAKAPβ, localized at the 

external membrane of the nuclear envelope17, a strategic position for nuclear regulation. Our 

results show that disrupting this PKA pool by mAKAPβ knockdown drastically reduced 

nuclear PKA activation by β2-ARs with concomitant PDE4 inhibition. This identifies mAKAPβ-

associated PKA as the main route for β2-AR control of nuclear PKA. The co-localization of 

PDE4D3 and PKA within the mAKAP complex allows efficient activation of PDE4D3 by PKA, 

rapid degradation of cAMP and restoration of basal PKA activity.17 In line with a recent study 

showing that PKA activation within an AKAP complex does not involve dissociation of the 
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catalytic subunits48, PDE4D3 within the mAKAP complex may prevent catalytic subunit 

dissociation and their translocation inside the nucleus, hence explaining the lack of nuclear 

PKA activation by β2-ARs. Upon PDE4 inhibition, abnormally elevated cAMP levels are 

reached in the complex, allowing PKA catalytic subunit dissociation and transfer to the 

nucleus. We have previously demonstrated that mAKAPβ selectively binds type 5 AC (AC5) 

in cardiomyocytes49 and others have shown that this AC5 is localized in T-tubules and is 

critical for β2-AR enhancement of ICa,L which is revealed by application of PDE3 and PDE4 

inhibitors.11 This parallel with our results further supports the existence of a pool of β2-ARs 

localized at the interface between the T-tubular membrane and the nuclear envelope (Fig. 7). 

The small impact of mAKAPβ silencing on β1-AR stimulation of nuclear PKA activity suggests 

that other PKA pools are involved, which may be controlled by distinct AKAPs. One possible 

candidate is AKAP-Lbc, which is localized in a relatively broad perinuclear region in neonatal 

myocytes.50 Indeed, AKAP-Lbc was recently shown to bind a PDE4 long isoform, the 

activation of which led to reduced forskolin-induced nuclear PKA activation and attenuated 

hypertrophic response to β-AR stimulation.51 

 

Recent studies have emphasized the critical role of PKA in the pro-apoptotic effects of β-

ARs.52 In cardiomyocytes, ICER has been shown to be a positive mediator of apoptosis at 

least in part through down-regulation of the antiapoptotic factor Bcl-2 during β-AR 

stimulation.21 Consistent with nuclear PKA measurements, our data indicate that stimulation 

of β1- but not β2-ARs induce ICER expression, and PDE4 is a key regulator of this process. 

Our results are in line with a recent study showing that the cell fate of cardiomyocytes is 

switched from survival to death depending on the balance between a β2-AR/Gi-mediated 

ERK1/2 pathway leading to Bcl-2 induction at a low concentration range of Iso, and a β1-AR-

mediated PKA/CREB/ICER pathway leading to Bcl-2 repression.34 However, another study 

showed that in neonatal cardiomyocytes, PDE3 but not PDE4 inhibition increased CREB 

phosphorylation and ICER expression and thus induced Bcl-2 downregulation.22 These 

results contrast with the lack of effect of the PDE3 inhibitor cilostamide on basal ICER 

expression observed here (Supplementary Fig. 5B). This might be explained by differences 

in experimental conditions or the cell type used (adult versus neonatal myocytes). 

 

In conclusion, our study unveils the molecular mechanisms by which β1- and β2-ARs 

differentially regulate nuclear PKA activity and ICER expression in terminally differentiated 

cardiomyocytes, and identify mAKAPβ and PDE4 as critical organizers of β2-AR nuclear 

signalling. In hypertrophy and heart failure, there is a profound remodelling of the β-
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AR/cAMP/PKA pathway. Interestingly, while the expression of β1-ARs is reduced,53 β2-ARs 

and PDEs are redistributed, leading to enhanced β2-ARs signalling and loss of 

compartmentation.9, 33, 54 Further studies are required to elucidate how nuclear PKA activity is 

regulated by β-ARs in healthy and diseased cardiomyocytes, which might be critical for 

identification of new therapeutic targets in HF. 
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Figure legends 

 

Figure 1: Stimulation of β1- and β2-ARs induce differential activation of cytoplasmic 

and nuclear PKA activity in ARVMs. 

(A-D) Representative time course of cytoplasmic and nuclear PKA activities reported by the 

normalized Yellow Fluorescent Protein (YFP) / Cyan Fluorescent Protein (CFP) ratio in 

ARVMs expressing AKAR3-NES (A, C) or AKAR3-NLS (B, D). β1-AR stimulation was 

achieved using a combination of 10 nM isoprenaline (Iso) and 10 nM ICI 118,551 (ICI) (A, B); 

β2-AR stimulation using 100 nM Iso in combination with 100 nM CGP 20712A (CGP) (C, D). 

Pseudo-color images of the YFP/CFP ratio were recorded at the times indicated by the 

letters on the graphs. Scale bars represent 20 µm. (E, F) Mean variation (±SEM) of the 

YFP/CFP ratio in ARVMs expressing either AKAR3-NES or AKAR3-NLS upon β1-AR 

stimulation using 1, 3 and 10 nM Iso in combination with 10 nM ICI (E) or β2-AR stimulation 

using 10, 30 and 100 nM Iso in combination with 100 nM CGP (F).In each condition, percent 

increase of the YFP/CFP ratio at the end of the Iso application were quantified respective to 

the YFP/CFP ratio measured before Iso. Number of cells and animals are indicated above 

the bars. Statistical significance is indicated as * p<0.05; *** p<0.001 versus ICI+Iso 1 nM or 

CGP+Iso 10 nM in the cytoplasm, $$ p<0.01 versus ICI+Iso 1 nM in the nucleus, ### p<0.001, 

£ p<0.05 by a two-way ANOVA with Tukey’s post-hoc test. (G) Nuclear PKA activation (% 

increase in YFP/CFP ratio in ARVMs expressing AKAR3-NLS) is plotted as a function of 

cytoplasmic PKA activation (% increase in YFP/CFP ratio in ARVMs expressing AKAR3-

NES) for β1- and β2-AR stimulations. Values (±SEM) of E and F were used for this graph. 

 

Figure 2: Effect of selective β1- and β2-AR stimulation on cytoplasmic and nuclear 

cAMP levels in ARVMs. 

(A-D) Representative time course of the normalized CFP/YFP ratio upon selective β1-AR 

stimulation with increasing concentrations of Iso (1, 3 and 10 nM) in combination with 10 nM 

ICI (A, B) or β2-AR stimulation with Iso (10, 30 and 100 nM) in combination with 100 nM CGP 

(C, D) in ARVMs expressing Epac-SH187(A, C) or Epac-SH187-3NLS (B, D). Pseudo-color 

images of the CFP/YFP ratio were recorded at the times indicated by the letters on the 

graphs. Scale bars represent 20 µm. (E, F) Mean variation (±SEM) of the CFP/YFP ratio in 

ARVMs expressing either Epac-SH187 or Epac-SH187-3NLS upon β1-AR stimulation (E) or β2-

AR stimulation (F). In each condition, percent increases of the CFP/YFP ratio at the end of 

the Iso application were quantified respective to the CFP/YFP ratio measured before Iso. 

Number of cells and animals are indicated above the bars. Statistical significance is indicated 
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as * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001 versus ICI+Iso 1 nM or CGP+Iso 10 nM in the cytoplasm, 

$$$ p<0.001 versus ICI+Iso 1 nM or CGP+Iso 10 nM in the nucleus, ### p<0.001, £ p<0.05, £££ 

p<0.001 by a two-way ANOVA and Tukey’s post-hoc test. (G) Nuclear cAMP elevation (% 

increase in CFP/YFP ratio in ARVMs expressing Epac-SH187-3NLS) is plotted as a function of 

cytoplasmic cAMP elevation (% increase in CFP/YFP ratio in ARVMs expressing Epac-SH187) 

in response to either β1- or β2-AR stimulation. Values (±SEM) of E and F were used for this 

graph. 

 

Figure 3: Role of Gi proteins, caveolae and GRK2 in the regulation of the β2-AR-

induced cytoplasmic and nuclear PKA activation. 

Average time course of the YFP/CFP ratio upon β2-AR stimulation in ARVMs expressing 

AKAR3-NES (A, C, E, G) or AKAR3-NLS (B, D, F, H). (A, B) ARVMs treated or not with 

pertussis toxin (PTX, 1.5 µg/mL, 2h) were exposed to 10 nM Iso plus 100 nM CGP to 

stimulate β2-ARs. In all other protocols, β2-ARs were stimulated with 30 nM Iso plus 100 nM 

CGP. (C, D) ARVMs were treated or not with 2 mM methyl-β-cyclodextrin (MβCD) for 1h. (E, 

F) ARVMs were co-infected with Ad.AKAR3-NES or Ad.AKAR3-NLS (MOI 200) and Ad.β-

Galactosidase (β-Gal, MOI 2000) or a dominant-negative Cav3 mutant (Cav3DN, MOI 2000) 

for 48h. (G, H) ARVMs were co-infected with Ad.AKAR3-NES or Ad.AKAR3-NLS (MOI 200) 

and Ad.β-Gal (MOI 1000) or Ad.βARK-ct (MOI 1000) for 48h. In each panel, the number of 

cells and animals are indicated in brackets for the different experimental conditions. Error 

bars indicate SEM at 2, 4 and 6 min. Statistical significance is indicated as * p<0.05; ** 

p<0.01; *** p<0.001 by unpaired Student t-test or Mann-Whitney test when appropriate. 

 

Figure 4: Role of PDE3 and PDE4 in the regulation of β1- and β2-AR induced 

cytoplasmic and nuclear PKA activation. 

(A, B) Average variation of the YFP/CFP ratio upon β1-AR stimulation using 1 nM Iso plus 10 

nM ICI alone or in the presence of 1 µM cilostamide (Cil), a PDE3 inhibitor, or 10 µM Ro-

201724 (Ro) a PDE4 inhibitor in ARVMs expressing AKAR3-NES (A) or AKAR3-NLS (b). (C, 

D) Average variation of the YFP/CFP ratio upon β2-AR stimulation using 30 nM Iso plus 100 

nM CGP alone or in the presence of 1 µM Cil or 10 µM Ro in ARVMs expressing AKAR3-

NES (C) or AKAR3-NLS (D). Number of cells and animals used in each experimental 

condition are indicated above each graph. SEM is indicated at 2, 4 and 6 min. Statistical 

significance is indicated as * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0,001; $$ p<0.01 versus β1- or β2-AR by 

a Kruskal-Wallis test with Dunn’s post-hoc test. (E, F) ICER mRNA expression in ARVMs in 

primary culture for 24h and stimulated or not by β1-ARs (100 nM Iso plus 10 nM ICI during 
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2h) or β2-ARs (100 nM Iso plus 100 nM CGP during 2h) alone or in combination with 10 µM 

Ro to inhibit PDE4 or 1 µM Cil to inhibit PDE3. Number of animals is indicated above the 

bars. Statistical significance is indicated as *** p<0.001 versus control; $$ p<0.01, $$$ p<0.001 

by one-way ANOVA with Tukey’s post-hoc test or Kruskal-Wallis test with Dunn’s post-hoc 

test when appropriate. 

 

Figure 5: Cytoplasmic and nuclear-targeted PKI identify the subcellular pool of PKA 

involved in regulation of nuclear PKA activity and ICER expression by β1-ARs in 

cardiomyocytes. 

(A, B)Top, domain scheme of nuclear and cytoplasmic targeted PKA inhibitor, PKI-3NLS and 

PKI-NES. Middle, confocal images of ARVMs transduced with Ad.PKI-3NLS and Ad.PKI–

NES (each at MOI 250, 24h). Scale bars represent 20 µm. Bottom, fluorescence intensity 

profiles along the yellow line as indicated on the above images in arbitrary units (AU). aa, 

amino acids. (C, D) Top, confocal images of ARVMs co-infected with Ad.PKI-3NLS (MOI 

250) and Ad.AKAR3-NLS (MOI 1000) for 24 h (C) or Ad.PKI-NES (MOI 250) and Ad.AKAR3-

NLS (MOI 1000) for 24 h (D). Scale bars represent 20 µm. Bottom, Average time courses of 

the YFP/CFP ratio upon β1-AR stimulation using 10 nM Iso plus 10 nM ICI in ARVMs co-

infected with Ad.AKAR3-NLS and Ad.PKI-3NLS (C) or Ad.AKAR3-NLS and Ad.PKI-NES (D). 

In both cases, ARVMs co-infected withAd.AKAR3-NLS (MOI 1000) and Ad.β-Gal (MOI 250) 

were used as control. SEM is indicated at 2, 4 and 7 min. (E) Effect of β1-AR stimulation (100 

nM Iso plus 10 nM ICI during 2h) on ICER mRNA expression in ARVMs infected with Ad.β-

Gal (MOI 250), Ad.PKI-NES (MOI 250) or Ad.PKI-3NLS (MOI 250) for 24h. Number of cells 

and rats (C, D) or rats (E) used is indicated above each graph. Statistical significance is 

indicated as ** p<0.01; *** p<0.001 versus β-Gal by Kruskal-Wallis test with Dunn’s post-hoc 

test in (E) and unpaired Student t-test in (C) and (D). 

 

Figure 6: Role of the scaffold protein mAKAPβ in the regulation of β1- and β2-AR 

induced cytoplasmic and nuclear PKA activity.  

(A) Immunocytochemical detection of mAKAPβ in ARVMs 72h after sequential infection with  

adenoviruses encoding either a scrambled shRNA (Ad.Control shRNA) or a shRNA against 

mAKAPβ (Ad-mAKAPβ shRNA) at MOI 2000 for 48h followed by infection with Ad.AKAR3-

NLS at MOI 1000 for 24h. Scale bars represent 20 µm. (B) Quantification of mAKAPβ 

fluorescence (±SEM) in arbitrary units (AU) in ARVMs co-infected with Ad.AKAR3-NLS and 

Ad.Control shRNA or Ad-mAKAPβ shRNA at 72h. (C, E) Mean variation of the YFP/CFP 

ratio upon β1-AR stimulation (using 3 nM Iso plus 10 nM ICI) in ARVMs co-infected with 
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Ad.Control shRNA or Ad-mAKAPβ shRNA and either Ad.AKAR3-NES (C) or Ad.AKAR3-NLS 

(E). SEM is indicated at 2, 4 and 6 min. (D, F) Mean variation of the YFP/CFP ratio upon β2-

AR stimulation (using 30 nM Iso plus 100 nM CGP) in the presence of 10 µM Ro in ARVMs 

co-infected with Ad.Control shRNA or Ad-mAKAPβ shRNA and either Ad.AKAR3-NES (D) or 

Ad.AKAR3-NLS (F). SEM is indicated at 2, 4 and 7 min. Number of cells/rats is indicated 

above each graph. Statistical significance is indicated as * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001 by 

unpaired t-test or a Mann-Whitney test when appropriate. 

 

Figure 7: Proposed model for β1- and β2-AR regulation of cytoplasmic and nuclear 

PKA activity and ICER expression in healthy adult cardiac myocytes. 

β1-ARs generate broad cAMP signals regulated by PDE4, that strongly activate PKA in the 

cytoplasm and near the nucleus. The latter allows catalytic subunit translocation inside the 

nucleus by passive diffusion. Elevation of nuclear PKA activity allows phosphorylation of 

CREB (which may occur directly or indirectly) and induction of ICER transcription. β2-ARs 

located near the nucleus, possibly due to their T-tubular location, generate more localized 

cAMP signals restricted by caveolin3, Gi, GRK2, PDE3 and PDE4. In addition, PDE4 

prevents activation of a specific pool of PKA bound to mAKAP. 
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DETAILED METHODS 

 

Reagents 

Isoprenaline, CGP-20712A, methyl-β-cyclodextrin, filipin III and acetylcholine were from 

Sigma, Ro-20-1724 and Pertussis toxin were from Calbiochem, cilostamide and ICI 118,551 

were from Tocris Bioscience.  

 

Adenoviruses 

Adenoviruses (Ad.) encoding the cytoplasmic PKA biosensor AKAR3-NES and the nuclear 

sensor AKAR3-NLS were previously described.1 Ad. PKI encoding the rabbit muscle PKI was 

a kind gift from Dr. Hazel Lum (University of Chicago, Illinois).2 Ad.Cav3 and Ad.Cav3DN 

encoding human wild type and a dominant negative mutant of caveolin 3, respectively3 were 

kindly provided by Dr Sian Harding (Imperial College, London) with permission from Dr. 

Tsutomu Imaizumi (Kurume University, Kurume, Japan). Ad. βARK-ct, encoding for the C-

terminal fragment of GRK2 was a generous gift of Dr. Walter Koch (Temple University, 

Philadelphia, USA). Ad. Epac-SH187, Ad. Epac-SH187-3NLS, Ad. PKI-mCherry-NES, and Ad. 

PKI-mCherry-3NLS were generated for this study as indicated below. The scrambled 

(Ad.Control shRNA) and mAKAPβ-specific shRNA (Ad-mAKAPβ shRNA) adenoviruses 

include hairpin sequences based upon rat mAKAP mRNA sequence (NCBI GI:5070430, 

base pairs 7210-7228) expressed under the control of the U6 promoter, as previously 

described: mAKAP siRNA:  

5’-GACGAACCTTCCTTCCGAATTCAAGAGATTCGGAAGGAAGGTTCGTCTTTTT-3’; 

control siRNA:  

5’-GACGAACCCCTGTTCCGAATTCAAGAGATTCGGAACAGGGGTTCGTCTTTTT-3’.4 

 

Isolation, culture and adenoviral transduction of adult rat ventricular myocytes 

All experiments were carried out according to the European Community guiding principles in 

the care and use of animals (2010/63/UE, 22 september 2010), the local Ethics Committee 

(CREEA Ile-de-France Sud) guidelines and the French decree n° 2013-118, 1st February 

2013 on the protection of animals used for scientific purposes (JORF n°0032, 7 February 

2013 p2199, text n° 24). Authorizations to perform animal experiments according to this 

decree were obtained from the Ministère français de l’Agriculture, de l’Agroalimentaire et de 

la Forêt (agreement N° C 92-019-01). 

Male Wistar rats (250–300 g) were anesthetized by intraperitoneal injection of pentobarbital 

(0.1 mg/g) and hearts were excised rapidly and transferred into a cold Ca2+-free Ringer 

solution containing (in mM): NaCl 117, KCl 5.7, NaHCO3 4.4, KH2PO4 1.5, MgCl2 1.7, D-

glucose 11.7, Na-phosphocreatine 10, taurine 20, and HEPES 21. Hearts were then 
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mounted on Langendorff apparatus and perfused with an oxygenated Ca2+-free Ringer 

solution for 5 minutes, followed by perfusion during 40 minutes at 37°C with the same 

solution containing 1 mg/mL collagenase A (Roche) plus 320 µM EGTA and CaCl2 to reach a 

free Ca2+ concentration of 20-25 µM. The ventricles were then cut off, chopped with scissors, 

filtered through a sterile 500 μm mesh and the cells were allowed to settle down. The 

supernatant was discarded and cells resuspended two times with Ringer solution at 

increasing [Ca2+] to 300 µM, followed by two other resuspensions in a 5 mg/ml BSA-

containing Ringer solution. Finally, isolated cells were resuspended in minimal essential 

medium (MEM) supplemented with 2.5% fetal bovine serum (FBS), 1% 

penicillin/streptomycin, 20 mM HEPES (pH 7.6), plated on laminin-coated (10 µg/ml) culture 

dishes and kept in a 5% CO2 incubator at 37°C. After 1 to 2 h, the medium was replaced by 

FBS-free MEM with or without adenoviruses. 

 

Western Blot 

ARVMs were lysed in cold lysis buffer containing (in mM): NaCl 150, HEPES 20, EDTA 2, 

Glycerol 10%, Triton 0.2% supplemented with phosphatase inhibitor cocktail (Roche) and a 

protease inhibitor cocktail (Roche). The lysates were centrifuged for 10 minutes at 12,000 g 

and 4°C and proteins from the supernatant were quantified using BCA Protein Assay 

(Pierce). After heating the samples at 95°C for 5 minutes, proteins were subjected to SDS-

PAGE then transferred onto PVDF membranes. The membranes were saturated with 3% 

milk for 1 hour at room temperature and incubated overnight at 4°C with anti-GRK2 antibody 

(sc-562, Santa Cruz), anti-Caveolin-3 (sc-5310, Santa Cruz) and anti-GAPDH (D16H11, Cell 

Signalling). After incubation with appropriate secondary antibodies for 1 hour, proteins were 

visualized by enhanced chemoluminescence. Blots were scanned and analyzed 

densitometrically by ImageJ (National Institute of Health). 

 

Subcellular PKA activity and cAMP measurements by FRET imaging 

Prior to FRET experiments, FBS-free MEM was replaced by a Ringer solution containing (in 

mM): NaCl 121.6, KCl 5.4, MgCl2 1.8, CaCl2 1.8, NaHCO3 4, NaH2PO4 0.8, D-glucose 5, Na-

pyruvate 5, HEPES 10 (pH 7.4). ARVMs were left in this solution during 2 h at room 

temperature for equilibrium before starting acquisition. Images were captured every 5 

seconds using the 40× oil immersion objective of an inverted microscope (Nikon) connected 

to a software-controlled (Metafluor, Molecular Devices) cooled charge coupled (CCD) 

camera (Cool SNAP HQ2). CFP was excited during 300 ms by a Xenon lamp (100W, Nikon) 

using a 440/20BP filter and a 455LP dichroic mirror. Dual emission imaging of CFP and YFP 

was performed using a Dual-View emission splitter equipped with a 510LP dichroic mirror 

and 480/30 nm, 535/25 nm BP filters. Average fluorescence intensity was measured in a 
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region of interest comprising a significant portion of the cytoplasm for Epac-SH187 and 

AKAR3-NES or a region of interest inside one of the two nuclei for Epac-SH187-3NLS and 

AKAR3-NLS. Background was subtracted and CFP bleed through in the YFP channel was 

corrected before calculating the YFP/CFP ratio for the AKAR3 sensors or the CFP/YFP ratio 

for Epac-SH187 sensors. Ratio images were obtained using Image J software.  

 

Pertussis toxin and methyl-β-cyclodextrin treatments 

Culture medium was replaced with fresh FBS-free MEM supplemented or not with Pertussis 

toxin (PTX; 1.5 µg/mL) and ARVMs were then incubated for 2 h in a 5% CO2 incubator at 

37°C. Similar protocol was used for ARVMs treatment with methyl-β-cyclodextrin (MβCD). 

ARVMs were incubated with fresh FBS-free MEM supplemented or not with MβCD (2 mM) 

for 1 h at 37 °C. Thereafter, PTX/MβCD solution was replaced with a Ringer solution and 

ARVMs were used after 2 h.  

 

Gene construction and adenoviral vector generation 

PKI-mCherry-NES and PKI-mCherry-3NLS fusion genes were generated by sequential 

subcloning. The first 25 amino acids of PKI were amplified by PCR (forward primer, 

5’_AATAATAAGCTTATGACTGATGTCGAAACTACTTATGCCG; reverse primer, 

5’_AATAATGGATCCATCGTGGATGGCGTTACGTC) from the full length rabbit muscle PKIα 

(a gift of Dr. Richard A. Maurer, Oregon Health Sciences University) and ligated into the 

HindIII and BamHI sites of the mammalian expression vector, pcDNA3 (Invitrogen). An 

mCherry DNA coding sequence (a gift of Dr. Christian Poüs, University Paris-Sud, France) 

without the stop codon was amplified by PCR (forward primer, 

5’_AATAATGGATCCATGGTGAGCAAGGGC; reverse primer, 

5’_AATAATGAATTCTTCTTGTACAGCTCGTCCATGC) and subcloned at the 3’-end of PKI 

1-25 using BamHI and EcoRI sites of pcDNA3. A DNA oligonucleotide encoding the NES 

sequence (LPPLERLTL) and a stop codon was synthesized (forward, 

5’_AATTCACTGCCCCCCCTGGAGCGCCTGACCCTGTAAT; reverse, 

5’_CTAGATTACAGGGTCAGGCGCTCCAGGGGGGGCAGTG, Eurofins scientific) and 

subcloned at the 3’-end of the PKI-mCherry construct using EcoRI and XbaI sites of pcDNA3 

to obtain the PKI-mCherry-NES fusion gene. The PKI-mCherry sequence was subcloned at 

the 5’-end of a triple NLS sequence (PKKKRKVDPKKKRKVDPKKKRKV) contained into a 

modified pcDNA3 vector using HindIII and EcoRI restriction sites to obtain the PKI-mCherry-

3NLS fusion gene. 

To obtain the Epac-SH187-3NLS fusion gene, a triple NLS sequence was subcloned at the 3’- 

end of Epac-SH187 using EcoRI and StuI restriction sites. Epac-SH1875 and the triple NLS 

pcDNA3 were gifts of Dr. Kees Jalink (Netherlands Cancer Institute). 
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PKI-mCherry-NES, PKI-mCherry-3NLS and Epac-SH187-3NLS were cloned into the pShuttle-

CMV vector (Addgene plasmid # 16403) and transferred by homologous recombination into 

the pAdEasy-1 vector (Addgene plasmid # 16399). The resultant recombinant plasmid was 

digested with PacI and transfected into HEK-293 cells to generate adenoviral vectors. Viral 

particles were harvested and purified with a Vivapure AdenoPACK20 kit (Sartorius). 

 

Real-time quantitative PCR analysis of ICER mRNA induction 

ARVMs were treated with the different drugs and maintained in culture medium for 2 h in a 

5% CO2 incubator at 37 °C. Thereafter, total RNA was extracted using Trizol reagent 

(MRCgene). Reverse transcription of RNA samples was carried out by using iScript cDNA 

synthesis kit (Bio-Rad) according to manufacturer’s instructions.  

Real-time PCR reactions were prepared using SYBR Green Supermix (Bio-Rad) and 

performed in a CFX96 TouchTM Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad). 

The relative amount of ICER mRNA transcripts was quantified using the Ct method. The 

average Ct obtained in non-treated cells was used as a calibrator and RPLP2, RPL32, 

YWHAZ housekeeping genes were used as the reference for normalization. The following 

primer pairs were used: 

ICER: 5'_TGGCTGTAACTGGAGATGAAA, 5'_TCTGCTAGTTGCTGGGGACT. 

RPLP2: 5'_GCTGTGGCTGTTTCTGCTTC, 5'_ATGTCGTCATCCGACTCCTC. 

RPL32: 5'_GCTGCTGATGTGCAACAAA, 5'_GGGATTGGTGACTCTGATGG. 

YWHAZ: 5'_AGACGGAAGGTGCTGAGAAA, 5'_GAAGCATTGGGGATCAAGAA. 

 

Immunocytochemistry 

Caveolin-3 and mAKAP detection in cultured cardiomyocytes was analyzed by 

immunocytochemistry using an anti-Caveolin-3 (sc-5310, Santa Cruz, 1:300) and anti-

mAKAP (PRB-451P, BioLegend, 1:1000) respectively. After washing with PBS, ARVMs were 

fixed with 4% PFA in PBS for 15 minutes. Cells were then permeabilized with 0.3% Triton X-

100 in PBS for 30 minutes and incubated for 15 minutes at room temperature with a blocking 

buffer solution containing 0.5% BSA and 1% Goat serum in PBS. Thereafter, the 

preparations were sequentially incubated overnight at 4°C with the anti-Caveolin-3 or 2 h at 

room temperature with the anti-mAKAP primary antibodies and Alexa fluorescent dye-

conjugated specific-secondary antibodies (Alexa Fluor 633, Invitrogen, 1:1000) diluted in 

blocking buffer. Coverslips were mounted on slides using Mowiol coverslip mounting solution 

and imaged using a Leica TCS SP5 confocal microscope equipped with a 60× water 

immersion objective. For Filipin straining, PFA-fixed cells were incubated with a 50µg/ml 

Filipin-containing PBS solution during 2 h followed by PBS wash. Images were then 

acquired. 
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Deconvolution 

Confocal images were subjected to spatial deconvolution algorithm. The point spread 

function (PSF) generated by using 0.17 μm orange fluorescent beads (PS-Speck microscope 

point source kit; Molecular Probes) was used in deconvolution. The Richardson-Lucy 

deconvolution algorithm with 10 iterations was performed on each z-stack of images using 

the DeconvolutionLab plugin of ImageJ (Biomedical Imaging Group, EPFL). 

 

Ca2+ imaging 

24 h after transduction with Ad-β-Gal, Ad-PKI-NES or Ad-PKI-3NLS, isolated cardiomyocytes 

were loaded with 1 μM Fura-2 AM (Invitrogen) for 15 min and then washed for 15 min with 

Ringer solution to allow hydrolysis of the esterified groups by endogeneous esterases. 

Loaded myocytes were paced at 1 Hz and Fura-2 ratio (measured at 512 nm upon excitation 

at 340 and 380 nm) was recorded using a double excitation spectrofluorimeter coupled with a 

video detection system (IonOptix, Milton, MA, USA). ARVMs were perfused with normal 

Ringer solution for 3 min (same composition as for FRET imaging), and then the cells were 

stimulated with Isoproterenol. Ca2+ transient amplitude corresponding to the percentage of 

variation between the end-diastolic and the peak systolic Fura-2 ratio was calculated offline 

on dedicated software (IonWizard 6×, IonOptix). 

 

Statistics 

All results are expressed as mean±SEM and were analyzed using the GraphPad Prism 

software (GraphPad software, Inc., La Jolla, CA, USA). Normal distribution was tested by the 

Shapiro-Wilk normality test. For simple two-group comparison, we used an unpaired t-test or 

a Mann-Whitney test when the data did not follow a normal distribution. Differences between 

multiple groups were analyzed using an ordinary one-way ANOVA with Tukey’s multiple 

comparisons post-hoc test, or a Kruskal Wallis with Dunn’s multiple comparisons post-hoc 

test, when the data did not follow a normal distribution. A two-way ANOVA and Tukey’s or 

Sidak’s multiple comparisons post-hoc test was used when appropriate. Differences with P-

values <0.05 were considered as statistically significant. The number of independent 

experiments performed is indicated in the figure legends. 
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Supplementary Figure 4: Validation of adenoviral transduction efficiency to 
overexpress wild type and dominant negative caveolin-3 (Cav3) mutant, of methyl-β-
cyclodextrin treatment to deplete cholesterol, and effects of Cav3 overexpression on 
PKA responses to β2-ARs stimulation in ARVMs. (A) Immunocytochemical detection of 
Cav3 in ARVMs co-infected with Ad.AKAR3-NES (MOI 200) and Ad. β-Gal (MOI 2000) or 
Ad-Cav3 (MOI 2000) or Ad.Cav3DN (MOI 2000) after 48h.  (B) Western blot analysis of Cav3 
and Cav3DN protein expression in ARVMs co-infected with Ad.AKAR3-NES and Ad.β-Gal or 
Ad.Cav3 or Ad.Cav3DN (same MOI and duration as in a). Glyceraldehyde 3-phosphate 
dehydrogenase (GAPDH) was used as loading control. (C) Effect of MβCD treatment (2 mM, 
1h) on cholesterol content in ARVMs, as assessed by filipin (50 µg/mL) staining. Top, 
representative epifluorescence images of control (non-treated) and MβCD-treated ARVMs 
stained with filipin. Scale bars represent 20 µm. Bottom, average filipin fluorescence intensity 
in control and MβCD-treated ARVMs (number of cells is indicated above the bars). AU, 
arbitrary units. *** p<0.001 by unpaired Student t-test. (D, E) Mean variation (±SEM) of the 
YFP/CFP ratio upon β2-AR stimulation using 30 nM Iso plus 100 nM CGP in ARVMs co-
infected with Ad.AKAR3-NES (D) or Ad.AKAR3-NLS (E) (both at MOI 200 for 48h) and Ad.β-
galactosidase (β-Gal, MOI 2000) or Ad.Caveolin-3 (Cav3, MOI 2000). 
 

F
lu

o
re

s
c

e
n

c
e

 (
A

U
)

C o ntro l M C D  (2  m M  /1 h)

0

1 0 0 0 0

2 0 0 0 0

3 0 0 0 0

4 0 0 0 0

(3 3 )

(3 2 )

***

Filipin staining (50 µg/ml) 

MβCD (2 mM/1h)Control
C

D E

Time (min)

%
 i

n
c
re

a
s

e
 i

n

Y
F

P
/C

F
P

0 1 2 3 4 5 6

0

10

20

30
 -Gal (15/4) Cav3 (15/4)

Time (min)

%
 i

n
c
re

a
s

e
 i

n

Y
F

P
/C

F
P

0 1 2 3 4 5 6

0

10

20

30
 -Gal (11/4) Cav3 (14/4)

A B
AKAR3-NES

+
Cav3DN

AKAR3-NES
+

Cav3

AKAR3-NES
+

β-Gal

GAPDH (37kDa)

Caveolin-3 (20kDa)

C
a

v
3

 /
 G

A
P

D
H

(n
o

rm
a

liz
e

d
 t

o


-G
a

l)


-G

al

C
av3

C
av3

D
N

0

5

10

15

(3)

(3)

(3)

AKAR3-NES

Caveolin-3

AKAR3-NES
+

Cav3

AKAR3-NES
+

Cav3DN

AKAR3-NES
+

β-Gal



 

1
1

 

                          S
u

p
p

le
m

e
n

ta
ry

 F
ig

u
re

 5
: 

R
e
g

u
la

ti
o

n
 o

f 
IC

E
R

 m
R

N
A

 e
x
p

re
s
s

io
n

 b
y
 β

1
-A

R
s
, 

P
D

E
3
 a

n
d

 P
D

E
4

 i
n

 A
R

V
M

s
. 

(A
) 

IC
E

R
 m

R
N

A
 e

x
p

re
s
s
io

n
 i

n
 

A
R

V
M

s
 i
n

fe
c
te

d
 w

it
h

 A
d
.β

-G
a
l 
(M

O
I 

1
0
0

0
) 

o
r 

A
d
.P

K
I 

(P
K

A
 i
n

h
ib

it
o
r,

 M
O

I 
1
0
0

0
) 

fo
r 

4
8
 h

 a
n
d

 s
ti
m

u
la

te
d
 o

r 
n
o
t 

w
it
h

 1
0
0

 n
M

 I
s
o
 p

lu
s
 1

0
 n

M
 I

C
I 

d
u
ri

n
g
 2

h
. 

(B
) 

E
ff
e
c
ts

 o
f 

P
D

E
4
 i
n

h
ib

it
io

n
 w

it
h

 1
0
 µ

M
 R

o
 o

r 
o

f 
P

D
E

3
 i
n

h
ib

it
io

n
 w

it
h

 1
 µ

M
 C

il 
d
u
ri

n
g
 2

h
 o

n
 I

C
E

R
 m

R
N

A
 e

x
p
re

s
s
io

n
 i
n
 A

R
V

M
s
 i
n

 
p
ri

m
a
ry

 c
u

lt
u

re
 f

o
r 

2
4
h

. 
N

u
m

b
e
r 

o
f 

ra
ts

 u
s
e
d
 i

s
 i

n
d
ic

a
te

d
 a

b
o

v
e
 t

h
e

 b
a

rs
. 

S
ta

ti
s
ti
c
a
l 

s
ig

n
if
ic

a
n
c
e
 i

s
 i

n
d
ic

a
te

d
 a

s
 *

**
 p

<
0
.0

0
1
 v

e
rs

u
s
 β

-G
a
l;
 $

 
p

<
0

.0
5

 b
y
 K

ru
s
k
a

l-
W

a
lli

s
 t

e
s
t 
w

it
h
 D

u
n
n

’s
 p

o
s
t-

h
o
c
 t

e
s
t.
 

normalized ICER

mRNA expression

-G
al

-G
al +

 
1-

A
R

P
K
I +

 
1-

A
R

0

1
0

2
0

3
0

4
0

**
*

$

(7
)

(7
)

(7
)

A
 

B
 

normalized ICER

mRNA expression

C
ontr

ol
R

o
C

il
02468

1
0

(1
1

)
(1

1
)

(9
)



 

1
2

 

                             S
u

p
p

le
m

e
n

ta
ry

 F
ig

u
re

 6
: 

E
ff

e
c

t 
o

f 
P

K
I-

N
E

S
 a

n
d

 P
K

I-
3
N

L
S

 o
n

 β
-A

R
 s

ti
m

u
la

ti
o

n
 o

f 
C

a
2
+
 t

ra
n

s
ie

n
ts

 i
n

 A
R

V
M

s
. 

(A
-C

) 
R

e
p
re

s
e

n
ta

ti
v
e
 t

ra
c
e
s
 

o
f 

C
a

2
+
 t

ra
n

s
ie

n
ts

 i
n

 F
u
ra

-2
-l
o

a
d
e

d
 A

R
V

M
s
 p

a
c
e
d
 a

t 
1
 H

z
, 

a
n
d

 i
n

fe
c
te

d
 f

o
r 

2
4
h

 w
it
h

 A
d
.β

-G
a
l 
a
t 

M
O

I 
2
5
0

 (
A

),
 A

d
.P

K
I-

3
N

L
S

 a
t 

M
O

I 
2
5
0

 (
B

) 
o

r 
A

d
.P

K
I-

N
E

S
 a

t 
M

O
I 

2
5
0

 (
C

),
 u

n
d

e
r 

b
a
s
a
l 
c
o
n
d

it
io

n
 o

r 
1
0
 n

M
 I
s
o

 s
ti
m

u
la

ti
o
n

. 
(D

) 
M

e
a
n
 a

m
p
lit

u
d

e
 (

±
S

E
M

) 
o
f 

C
a

2
+
  

tr
a
n

s
ie

n
ts

 b
e

fo
re

 a
n

d
 a

ft
e

r 
Is

o
 

s
ti
m

u
la

ti
o
n

 
in

 
β

-G
a
l,
 
P

K
I-

3
N

L
S

 
a
n

d
 
P

K
I-

N
E

S
 
e
x
p
re

s
s
in

g
 
A

R
V

M
s
. 

N
u

m
b
e
r 

o
f 

c
e

lls
 
is

 
in

d
ic

a
te

d
 
a
b
o

v
e
 
th

e
 
b
a
rs

. 
S

ta
ti
s
ti
c
a
l 

s
ig

n
if
ic

a
n
c
e
 
is

 
in

d
ic

a
te

d
 a

s
 *

**
 p

<
0
.0

0
1

 b
y
 a

 t
w

o
-w

a
y
 A

N
O

V
A

 a
n
d

 S
id

a
k
’s

 p
o
s
t-

h
o
c
 t
e
s
t.

 

Fura-2 ratio (% diastolic ratio)


-G

a
l

P
K

I-
3

N
L

S
P

K
I-

N
E

S

0

5
0

1
0

0

1
5

0

2
0

0

2
5

0
C

o
n

tr
o

l
Is

o
 1

0
 n

M

(1
7

)
(1

7
)

(1
2

)

(1
2

)

(1
7

)
(1

7
)

*
**

*
**

T
im

e
 (

m
s

)

Fura-2 ratio (% diastolic ratio)

0
5

0
0

1
0

0
0

0

5
0

1
0

0

1
5

0

2
0

0

2
5

0
C

o
n

tr
o

l
Is

o
 1

0
 n

M

P
K

I-
3

N
L

S

T
im

e
 (

m
s

)

Fura-2 ratio (% diastolic ratio)

0
5

0
0

1
0

0
0

0

5
0

1
0

0

1
5

0

2
0

0

2
5

0
C

o
n

tr
o

l
Is

o
 1

0
 n

M

P
K

I-
N

E
S

D
 

T
im

e
 (

m
s

)

Fura-2 ratio (% diastolic ratio)

0
5

0
0

1
0

0
0

0

5
0

1
0

0

1
5

0

2
0

0

2
5

0
C

o
n

tr
o

l
Is

o
 1

0
 n

M


-G

a
l

A
 

B
 

C
 



 

 

 S
U

P
P

L
E

M
E

N
T

A
L

 R
E

F
E

R
E

N
C

E
S

 

 1
. 

H
a
j 
S

lim
a
n
e
 Z

, 
B

e
d

io
u
n
e

 I
, 
L

e
c
h
e
n

e
 P

, 
V

a
ri

n
 A

, 
L

e
fe

b
v
re

 F
, 

M
a
te

o
 P

, 
D

o
m

e
rg

u
e

-D
u
p

o
n
t 

V
, 
D

e
w

e
n
te

r 
M

, 
R

ic
h
te

r 
W

, 
C

o
n
ti
 M

, 
E

l-
A

rm
o
u
c
h
e
 A

, 
Z

h
a
n
g

 J
, 
F

is
c
h
m

e
is

te
r 

R
, 
V

a
n

d
e
c
a
s
te

e
le

 G
. 
C

o
n
tr

o
l 
o
f 

c
y
to

p
la

s
m

ic
 a

n
d
 n

u
c
le

a
r 

p
ro

te
in

 k
in

a
s
e
 A

 b
y
 p

h
o
s
p
h
o

d
ie

s
te

ra
s
e
s
 a

n
d
 

p
h
o

s
p

h
a
ta

s
e
s
 i
n

 c
a
rd

ia
c
 m

y
o
c
y
te

s
. 

C
a
rd

io
v
a
s
c
 R

e
s
. 

2
0

1
4

;1
0

2
:9

7
-1

0
6

. 
2

. 
L
u
m

 H
, 
J
a
ff
e

 H
A

, 
S

c
h
u

lz
 I
T

, 
M

a
s
o

o
d
 A

, 
R

a
y
C

h
a
u
d

h
u
ry

 A
, 

G
re

e
n
 R

D
. 

E
x
p
re

s
s
io

n
 o

f 
P

K
A

 i
n
h
ib

it
o
r 

(P
K

I)
 g

e
n
e
 a

b
o

lis
h

e
s
 c

a
m

p
-m

e
d

ia
te

d
 

p
ro

te
c
ti
o

n
 t
o
 e

n
d

o
th

e
lia

l 
b
a
rr

ie
r 

d
y
s
fu

n
c
ti
o

n
. 

A
m

 J
 P

h
y
s
io

l.
 1

9
9
9
;2

7
7
:C

5
8

0
-5

8
8

. 
3

. 
K

o
g
a

 A
, 
O

k
a

 N
, 
K

ik
u

c
h

i 
T

, 
M

iy
a
z
a
k
i 
H

, 
K

a
to

 S
, 
Im

a
iz

u
m

i 
T

. 
A

d
e
n
o

v
ir
u

s
-m

e
d
ia

te
d

 o
v
e
re

x
p
re

s
s
io

n
 o

f 
c
a
v
e
o
lin

-3
 i
n

h
ib

it
s
 r

a
t 
c
a

rd
io

m
y
o

c
y
te

 
h
y
p
e
rt

ro
p
h
y
. 

H
y
p

e
rt

e
n
s
io

n
. 

2
0

0
3

;4
2

:2
1

3
-2

1
9

. 
4

. 
P

a
re

 G
C

, 
B

a
u
m

a
n

 A
L
, 

M
c
H

e
n
ry

 M
, 

M
ic

h
e
l 
J
J
, 
D

o
d
g

e
-K

a
fk

a
 K

L
, 
K

a
p

ilo
ff
 M

S
. 
T

h
e
 m

A
K

A
P

 c
o
m

p
le

x
 p

a
rt

ic
ip

a
te

s
 i
n

 t
h
e
 i
n
d

u
c
ti
o

n
 o

f 
c
a

rd
ia

c
 m

y
o
c
y
te

 h
y
p
e
rt

ro
p
h

y
 b

y
 a

d
re

n
e

rg
ic

 r
e
c
e
p
to

r 
s
ig

n
a
lin

g
. 

J
 C

e
ll 

S
c
i.
 2

0
0

5
;1

1
8

:5
6

3
7

-5
6

4
6

. 
5

. 
K

la
re

n
b
e
e

k
 J

, 
G

o
e
d

h
a
rt

 J
, 
v
a
n
 B

a
te

n
b
u

rg
 A

, 
G

ro
e
n
e

w
a
ld

 D
, 
J
a
lin

k
 K

. 
F

o
u
rt

h
-g

e
n

e
ra

ti
o

n
 E

p
a
c
-b

a
s
e
d
 f

re
t 

s
e
n
s
o
rs

 f
o
r 

c
a
m

p
 f
e

a
tu

re
 

e
x
c
e
p

ti
o

n
a
l 
b
ri

g
h
tn

e
s
s
, 
p
h
o

to
s
ta

b
ili

ty
 a

n
d
 d

y
n
a

m
ic

 r
a
n

g
e
: 

C
h
a
ra

c
te

ri
z
a
ti
o
n

 o
f 

d
e
d

ic
a

te
d

 s
e
n
s
o
rs

 f
o
r 

F
L

IM
, 
fo

r 
ra

ti
o
m

e
tr

y
 a

n
d

 w
it
h

 h
ig

h
 a

ff
in

it
y
. 

P
L
o
S

 O
n
e

. 
2

0
1

5
;1

0
:e

0
1
2
2
5
1
3

. 
 



 

161 
 

II.3. Résultats complémentaires 

II.3.1. Régulation de l’activité PKA cytoplasmique et nucléaire par les 

récepteurs β1- et β2-ARs au cours de l’insuffisance cardiaque 

Au cours de l’insuffisance cardiaque, des changements dans la structure des myocytes ainsi que 

dans l’expression et/ou la localisation de certaines protéines peuvent se produire. En effet, des 

études ont montré une diminution de la densité des tubules T dans les cardiomyocytes 

insuffisants de rat et chez l’Homme (Lyon et al., 2009). De plus, la dysfonction ventriculaire 

gauche dans des modèles murins d’insuffisance cardiaque et chez l’Homme est associée à une 

diminution dans l’expression de la cavéoline-3 (Feiner et al., 2011; Barbagallo et al., 2016). 

Des changements dans l’expression et l’activité des PDEs ont également été reportés, 

notamment une augmentation de l’expression de la PDE2 au cours de l’insuffisance cardiaque 

chez le rongeur et l’homme (Mehel et al., 2013) et une diminution de l’expression des PDE3 et 

4 dans l’hypertrophie cardiaque chez le rat (Abi-Gerges et al., 2009). En conséquence de ces 

modifications, des altérations dans la signalisation AMPc/PKA au niveau de certains 

microdomaines peuvent se produire (Nikolaev et al., 2010; Barbagallo et al., 2016). Ainsi, nous 

nous sommes intéressés à étudier la signalisation AMPc/PKA nucléaire au cours de 

l’insuffisance cardiaque chez le rat. 

Afin d’étudier les modifications dans la signalisation PKA cytoplasmique et nucléaire pouvant 

se produire au cours de l’insuffisance cardiaque chez le rat, nous avons réalisé des expériences 

de FRET sur des cardiomyocytes infectés avec les senseurs AKAR3-NES et AKAR3-NLS. Les 

cardiomyocytes utilisés étaient issus d’un modèle d’insuffisance cardiaque induite par 

surcharge de pression via la constriction de l’aorte abdominale (TAC). Des cardiomyocytes 

issus de rats Sham ont été utilisés comme contrôle. 22 semaines après l’opération, les rats ayant 

subi la TAC ont montré une augmentation du rapport poids du cœur et des poumons sur la 

longueur du tibia en comparaison avec les rats Sham, associée à des signes d’insuffisance 

cardiaque congestive comme l’épanchement pleural et l’ascite. 

Dans les cardiomocytes insuffisants, l’activité PKA cytoplasmique et nucléaire induite par les 

récepteurs β1-ARs apparait réduite en comparaison avec les cardiomyocytes sains (Figure 25A 

et B). En revanche, l’activité PKA cytoplasmique induite par les récepteurs β2-ARs apparait 

inchangée (Figure 25C). Fait marquant de cette étude, alors que l’activation des récepteurs β2-

ARs n’induit pas d’activation de la PKA nucléaire au niveau des noyaux dans les cellules Sham, 
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elle produit une activation robuste dans les cellules IC (Figure 25D). Les récepteurs β2-ARs 

agissent donc comme les β1-ARs en terme de capacité d’activation de la PKA nucléaire (Figure 

25E). 

En conclusion, au cours de l’insuffisance cardiaque, l’activité PKA cytoplasmique et nucléaire 

subit un remodelage profond, avec une désensibilisation des récepteurs β1-ARs et donc une 

diminution de leur capacité à activer la PKA au niveau des deux compartiments, et une 

décompartimentation de la signalisation AMPc/PKA des récepteurs β2-ARs, qui a pour 

conséquence, une activation de novo de la PKA aux noyaux induite par ces récepteurs. 
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Figure 25 : Modifications dans l’activité PKA cytoplasmique et nucléaire en réponse à 

une stimulation β1- ou β2-AR dans des cardiomyocytes ventriculaires de rats en 

insuffisance cardiaque 
(A-D) Pourcentages moyens d’augmentation du ratio YFP/CFP dans des cardiomyocytes isolés 
de rats Sham ou avec une insuffisance cardiaque (IC), 24 heures après infection avec 
Ad.AKAR3-NES (A, C) ou Ad.AKAR3-NLS (B, D), suite à une stimulation β1-AR (A, B) 
réalisée par combinaison de 10 nM d’Iso et 10 nM d’ICI ou β2-AR (C, D) réalisée par 
combinaison de 100 nM d’Iso et 100 nM de CGP. Les SEM sont indiquées à 2, 4 et 6 minutes 
dans (A, C) et 2, 4 et 7 minutes dans (B, D). Le nombre de cellules/rats utilisés est indiqué dans 
chaque graphe. Les différences statistiques significatives sont indiquées comme suit : * p<0.05; 
*** p<0,001 après réalisation d’un test t de Student ou Mann-Whitney au besoin. (E) l’activité 
PKA nucléaire (% d’augmentation du ratio YFP/CFP dans les cardiomyocytes exprimant 
AKAR3-NLS) est représentée en fonction de l’activité PKA cytoplasmique (% d’augmentation 
du ratio YFP/CFP dans les cardiomyocytes exprimant AKAR3-NES) après stimulation β1- et 
β2-AR sur des cardiomyocytes Sham et IC. Les dernières valeurs (±SEM) des figures A-D 
étaient utilisées dans ce graphe. Les lignes pointillées représentent la régression linéaire obtenue 
des résultats β1- et β2-AR chez les rats normaux (voir Figure 1 de l’Article 2). 

II.3.2. Rôle de l’ancrage de la PKA aux AKAPs dans la modulation de la 

réponse PKA cytoplasmique et nucléaire 

Comme décrit dans l’introduction, les protéines d’ancrage de la PKA (AKAPs) sont 

responsables de la localisation de la PKA à proximité de ses cibles en association avec d’autres 

protéines de signalisation, et sont ainsi impliqués dans la spécificité et l’efficacité des réponses 

à différents stimuli. De plus, la répression de l’expression de la protéine d’ancrage de la PKA 

au niveau de la membrane périnucléaire, la mAKAP, via l’utilisation de petits ARN interférents, 

induit une diminution de l’activité PKA nucléaire suite à une stimulation β2-AR en présence 

d’un inhibiteur de la PDE4 et à moindre mesure de l’activité PKA nucléaire suite à la 

stimulation des récepteurs β1-ARs. Cependant, cette approche permet de délocaliser l’ensemble 

du complexe macromoléculaire organisé par la mAKAP. De ce fait, nous avons utilisé une 

approche permettant de perturber l’interaction entre la sous-unité RIIα de la PKA et la mAKAP 

sans affecter les autres protéines présentes au niveau du complexe de la mAKAP. J’ai utilisé 

pour cela le peptide Ht31 issu de l’AKAP-Lbc (Carr et al., 1992), qui à forte concentration 

exerce un effet non sélectif sur l’interaction entre les sous-unité RI et RII et les AKAPs (Herberg 

et al., 2000). 

24 heures après infection des cardiomyocytes de rats adultes avec les sondes AKAR-NES et 

AKAR-NLS, les cellules ont été incubées 2 heures à température ambiante avec 50 µM du 

peptide Ht31 (N-stearate-DLIEEAASRIVDAVIEQVKAAGAY) (Promega, Inc.) ou le peptide 

contrôle Ht31P (N-stearate-DLIEEAASRPVDAVPEQVKAAGAY) (Promega, Inc.) dans 
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lequel la proline remplace deux résidus hydrophobes isoleucine pour prévenir l’interaction avec 

le dimère RII (Vijayaraghavan et al., 1997). Ces peptides ont un groupement stéarate dans la 

partie N terminale du peptide pour permettre sa perméabilité cellulaire (Vijayaraghavan et al., 

1997). Nous avons mesuré par des expériences de FRET les activités PKA cytoplasmique et 

nucléaire après stimulation β2-AR (en présence de l’inhibiteur de la PDE4) sur les 

cardiomyocytes préalablement incubés avec les peptides Ht31 et Ht31P. De manière 

surprenante, nous avons observé une potentialisation de l’activité PKA cytoplasmique et 

nucléaire (Figure 26). Il est probable que ce résultat puisse être expliqué par le fait que le Ht31 

agit de façon non sélective sur l’ensemble des PKA de type I et II adressées aux différents 

compartiments de la cellule (Herberg et al., 2000), ce qui permet éventuellement de localiser 

plus de PKA holoenzyme prés des noyaux. Une autre explication serait la perte de l’effet 

inhibiteur que la PKA exerce sur les adénylates cyclases (AC) (Iwami et al., 1995; Chen et al., 

1997) en raison de son déplacement après traitement avec le Ht31, ce qui pourrait conduire à 

une augmentation des taux d’AMPc synthétisés par les AC et ainsi une augmentation de 

l’activité PKA dans les compartiments cytoplasmiques et nucléaires.  

Le développement de molécules pharmacologiques, de peptides ou peptidomimétiques 

permettant de perturber l’interaction PKA mAKAP de façon spécifique sans agir sur les autres 

AKAPs pourrait dans le futur nous aider à étudier de manière plus spécifique le rôle de cette 

interaction dans la régulation de l’activité PKA nucléaire. 

 

 
Figure 26 : Implication de l’interaction entre les sous-unités régulatrices de la PKA et les 

AKAPs dans la modulation des réponses PKA cytoplasmiques et nucléaires 
Pourcentages moyens d’augmentation du ratio YFP/CFP dans des cardiomyocytes de rat 
infectés pendant 24 heures avec Ad.AKAR3-NES (A) ou Ad.AKAR3-NLS (B) et traités ou non 
avec 50 µM de Ht31 pendant 2 heures à température ambiante, en réponse à une stimulation β2-
AR (réalisée par combinaison de 100 nM d’Iso et 100 nM de CGP) en présence d’un inhibiteur 
de la PDE4 (Ro, 10 µM). Les SEM sont indiquées à 2, 4 et 6 minutes dans (A) et 2, 4 et 7 
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minutes dans (B). Le nombre de cellules utilisées est indiqué dans chaque graphe. Les 
différences statistiques significatives sont indiquées comme suit : * p<0.05; *** p<0,001 après 
réalisation d’un test t de Student ou Mann-Whitney au besoin.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES 

Plusieurs études ont souligné l’importance du contrôle spatiotemporel des pools d’AMPc et de 

PKA au niveau des différents compartiments subcellulaires pour la régulation physiologique de 

la fonction contractile. Cependant, les mécanismes qui contrôlent la régulation de l’activité 

PKA nucléaire restent moins bien connus, malgré l’importance de cette signalisation dans la 

régulation de l’expression des gènes et son rôle dans les effets à long terme des catécholamines 

sur l’hypertrophie et la mort cellulaire. 

Mon travail de thèse a été centré sur l’étude de la voie de signalisation β-AR/AMPc/PKA, et 

plus particulièrement sur i) la régulation de la dynamique spatiotemporelle de la PKA par les 

récepteurs β1- et β2-ARs dans le cytoplasme et le noyau des cardiomyocytes de rat adulte, ii) 

les conséquences d’une activation de ces deux types de récepteurs sur la transcription du facteur 

pro-apoptotique ICER, et iii) la caractérisation des mécanismes moléculaires impliqués dans 

cette régulation. 

Nous avons notamment évalué i) le rôle de la localisation des récepteurs β2-ARs au niveau des 

cavéoles, ii) leur couplage aux protéines Gi, iii) leur désensibilisation par la GRK2, iv) le rôle 

de la dégradation de l’AMPc par les PDE3 et 4 dans la régulation de la signalisation PKA 

cytoplasmique et nucléaire, ainsi que v) le rôle de la protéine d’ancrage de la PKA (la mAKAP) 

dans l’intégration de la voie AMPc/PKA nucléaire. Enfin, nous avons étudié le remodelage de 

la signalisation PKA cytoplasmique et nucléaire induite par les récepteurs β1- et β2-ARs au 

cours de l’insuffisance cardiaque, dans des cardiomyocytes issus d’un modèle de rat ayant subi 

une constriction de l’aorte abdominale. 

I. Régulation différentielle de la voie AMPc/PKA dans le 

cytoplasme et le noyau par les récepteurs β1- et β2-ARs 

A travers ce travail, nous avons constaté que sous stimulation β1-AR, la PKA est activée dans 

les compartiments cytoplasmiques et nucléaires, alors que les récepteurs β2-ARs étaient moins 

efficaces que les récepteurs β1-ARs à induire l’activation de la PKA dans le compartiment 

cytoplasmique et incapables d’activer la PKA au niveau des noyaux. 

Les cinétiques lentes de l’activation de la PKA nucléaire en comparaison avec celles de la PKA 

cytoplasmique suggèrent que la PKA holoenzyme est d’abord activée à l’extérieur des noyaux, 
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puis que les sous-unités catalytiques transloquent à l’intérieur des noyaux par diffusion passive, 

qui est un processus lent. Mes résultats qui montrent que l’inhibiteur endogène de la PKA 

adressé exclusivement au cytoplasme est capable de bloquer l’activation de la PKA aux noyaux 

ainsi que l’induction de l’expression d’ICER suite à une stimulation β1-AR, valident cette 

hypothèse et invalident celle selon laquelle un pool de PKA résiderait à l’intérieur des noyaux, 

comme cela avait été suggéré dans une étude réalisée sur des cellules HEK (Sample et al., 

2012). Des travaux récents réalisés par le groupe de John Scott ont montré que la PKA associée 

au sein d’un complexe organisé par les AKAPs a la capacité de s’activer et de phosphoryler ses 

cibles à proximité sans que les sous-unités catalytiques se dissocient des sous-unités 

régulatrices, et que l’activation de la PKA au niveau nucléaire nécessite des concentrations 

supra-physiologiques d’AMPc, qui alors entraîneraient la dissociation des sous-unités 

catalytiques et leur translocation au niveau du noyau (Smith et al., 2013, 2017). Ainsi, ces 

résultats offrent une vision complémentaire au paradigme actuel sur l’activation et l’action 

locale de la PKA (Diviani et al., 2011). 

La forte augmentation dans l’activité PKA cytoplasmique observée lors d’une stimulation β1-

AR en comparaison avec la faible activation induite par les récepteurs β2-ARs est en accord 

avec des mesures d’activité PKA en temps-réel réalisées sur des cardiomyocytes ventriculaires 

de souris (Soto et al., 2009). En revanche, il est très important de souligner que cette différence 

seule n’est pas suffisante pour expliquer l’incapacité des récepteurs β2-ARs à induire 

l’activation de la PKA au noyau. En effet, à niveau égale d’activation de la PKA cytoplasmique, 

les récepteurs β1- mais pas β2-ARs sont capables d’induire l’activation de la PKA au niveau des 

noyaux, ce qui suggère que c’est la compartimentation plutôt que l’intensité des signaux induits 

par les récepteurs β2-ARs qui est responsable de l’incapacité de ces récepteurs à induire 

l’activation de la PKA nucléaire. 

Da manière surprenante, la mesure des niveaux d’AMPc avec un senseur FRET nouvellement 

développé par l’équipe de Kees Jalink et qui présente une dynamique de réponse supérieure aux 

senseurs précédents (Klarenbeek et al., 2015), a montré qu’en plus des récepteurs β1-ARs, les 

récepteurs β2-ARs étaient également capables de produire une augmentation des niveaux 

d’AMPc dans les noyaux des cardiomyocytes. Ce résultat n’est pas en accord avec des études 

précédemment publiées, qui montrent que la stimulation des récepteurs β2-ARs génère des 

signaux AMPc confinés dans des microdomaines membranaires (Nikolaev et al., 2006). Une 

explication qui pourrait concilier nos résultats avec le fait que les récepteurs β2-ARs sont 

incapables de générer des signaux AMPc diffus, est la possibilité que le pool de récepteurs β2-
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ARs induisant l’augmentation des niveaux d’AMPc dans le noyau seraient localisés à proximité 

des noyaux des cardiomyocytes. En effet, des études ont montré que les récepteurs β2-ARs sont 

localisés préférentiellement dans les tubules T (Nikolaev et al., 2010), des invaginations 

membranaires qui s’étendent de la surface des cellules jusqu’aux noyaux (Escobar et al., 2011; 

Ibarra et al., 2013). 

II. Identification du mécanisme prévenant l’activation de la PKA 

nucléaire suite à une stimulation β2-AR 

Plusieurs études ont montré que le couplage des récepteurs β2-ARs aux protéines Gi (Xiao et 

al., 1999) ainsi que leur localisation au niveau des cavéoles (MacDougall et al., 2012), permet, 

d’une part, de confiner et réduire les signaux AMPc générés, et, d’autre part, d’activer des 

phosphatases afin de contrebalancer l’activité kinase (Jo et al., 2002). En accord avec ces 

études, mes résultats montrent que l’inhibition des protéines Gi ainsi que la perturbation des 

structures membranaires, les cavéoles, conduisent à la potentialisation de l’activité PKA 

cytoplasmique induite par les récepteurs β2-ARs. En revanche, ces manipulations n’ont pas 

démasqué un effet β2-AR sur l’activation de la PKA au niveau des noyaux, suggérant qu’il est 

improbable que l’absence d’activation de la PKA aux noyaux soit due à l’activation d’une 

phosphatase. 

Mes résultats montrent également que le blocage de la désensibilisation des récepteurs β2-ARs 

induite par la GRK2 via la surexpression du fragment C-terminal de la GRK2 (le β-ARKct), 

potentialise l’activité PKA cytoplasmique sous stimulation β2-AR mais pas l’activité PKA 

nucléaire. La potentialisation de l’activité PKA cytoplasmique suite à l’inhibition de GRK2 

pourrait s’expliquer par le blocage de la désensibilisation des récepteurs β2-ARs induite par leur 

phosphorylation via la GRK2. Cette potentialisation pourrait également être liée à un blocage 

de la signalisation Gi. En effet, il a été montré que la phosphorylation des récepteurs β2-ARs 

par la GRK2 puis leur déphosphorylation au niveau des résidus serine 355 et 356, est un pré-

requis pour leur couplage aux protéines Gi (Wang et al., 2008; Zhu et al., 2012). Une dernière 

explication est que cette potentialisation serait liée au blocage du recrutement de variants de la 

PDE4D au niveau des récepteurs β2-ARs comme la PDE4D3 et PDE4D5, un processus qui 

nécessite également la phosphorylation du récepteur par la GRK2 comme cela avait été 

démontré in vitro et in vivo chez les souris qui surexpriment le β-ARKct dans le cœur (Baillie 

et al., 2003; Salazar et al., 2013). 
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Ainsi, l’ensemble de mes résultats suggère que l’activité PKA nucléaire peut être dissociée de 

l’activité PKA cytoplasmique, au moins dans le cas de la signalisation β2-AR et que l’incapacité 

de ces récepteurs à activer la PKA aux noyaux ne peut être expliquée par les mécanismes 

précités. 

Les phosphodiestérases représentent un des éléments majeurs dans la compartimentation de la 

signalisation AMPc (Fischmeister et al., 2006). Pour cette raison nous avons exploré le rôle des 

PDE3 et PDE4, isoformes majoritaires des PDEs dégradant l’AMPc dans les cardiomyocytes 

de rat (Rochais et al., 2006). Mes résultats montrent que la PDE3 joue un rôle mineur dans la 

régulation des signaux induits par les récepteurs β1-ARs, mais qu’elle régule l’activité PKA 

cytoplasmique induite par les récepteurs β2-ARs. En revanche, la PDE4 représente le 

modulateur principal régulant l’activité PKA sous stimulation β1- et β2-AR. Ces résultats sont 

en accord avec un travail précédemment publié montrant que la PDE4 régule les niveaux 

d’AMPc sous stimulation β1- et β2-AR, alors que la PDE3 régule préférentiellement les signaux 

AMPc générés par les récepteurs β2-ARs (Nikolaev et al., 2006). De manière intéressante, 

l’inhibition de la PDE4 a permis de démasquer une activation de la PKA dans les noyaux des 

cardiomyocytes suite à une stimulation β2-AR. Cependant, d’après les mesures d’AMPc que 

j’ai réalisées dans le noyau, le rôle de la PDE4 n’est pas d’empêcher l’AMPc généré par les 

récepteurs β2-ARs d’accéder aux noyaux mais plutôt d’isoler au niveau d’un microdomaine 

périnucléaire un pool de PKA responsable des réponses PKA nucléaires en empêchant son 

activation par l’AMPc. Afin de compléter ces résultats, il serait intéressant de connaitre la 

contribution de chacune des isoformes de PDE4 dans ce processus. L’utilisation de 

cardiomyocytes issus de souris invalidées pour les gènes codant pour la PDE4B et PDE4D, 

disponibles au laboratoire, serait une manière intéressante d’approcher la question, si ce n’est 

qu’une étude très récente a conclu à une très faible expression des récepteurs β2-ARs dans les 

cardiomyocytes de souris (Myagmar et al., 2017). Une autre alternative, serait d’utiliser des 

adénovirus codant pour de petits ARN interférents pour bloquer l’expression des différentes 

isoformes de PDE4.  

III. Rôle de la mAKAP dans la modulation de la signalisation PKA 

nucléaire 

Dans les cardiomyocytes, il existe un pool de PKA localisé au niveau de la face externe de la 

membrane périnucléaire et maintenu à proximité de la PDE4D3 via la protéine d’ancrage 
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mAKAPβ (Dodge et al., 2001). Mes résultats montrent que la désorganisation de ce pool de 

PKA via la répression de l’expression de la mAKAP, induit une forte diminution de l’activité 

PKA nucléaire induite par la stimulation des récepteurs β2-ARs en présence de l’inhibiteur de 

PDE4. Ces résultats montrent que la PKA associée à la mAKAP est le principal pool de PKA 

responsable de l’activation de la PKA induite par les récepteurs β2-ARs au niveau des noyaux. 

L’organisation de la PDE4D3 et la PKA au sein du complexe macromoléculaire organisé par 

la mAKAP permet une activation rapide et efficace de la PDE4D3 par la PKA et la dégradation 

de l’AMPc présent au niveau du microdomaine, permettant à la PKA de revenir rapidement à 

son niveau basal. Des travaux réalisés par l’équipe de John Scott ont montré que lorsque la PKA 

holoenzyme est associée à une AKAP, il existe des régions intrinsèquement désordonnées au 

niveau des sous-unités régulatrices de la PKA conférant une grande souplesse aux sous-unités 

catalytiques, leur permettant de phosphoryler les différentes cibles à proximité sans avoir à se 

dissocier des sous-unités régulatrices (Smith et al., 2013). De plus, la concentration d’AMPc 

semble être un élément clé définissant l’intégrité structurale de la PKA holoenzyme : à faible 

concentration d’AMPc, la PKA s’active sans dissociation de ses sous-unités catalytiques ; à des 

concentrations supra-physiologiques d’AMPc la dissociation de la PKA se produit et les sous-

unités catalytiques peuvent accéder au noyau (Smith et al., 2017). Ainsi, il est possible que la 

PDE4D3 associée à la mAKAP prévienne l’activation et la dissociation des sous-unités 

catalytiques de la PKA et leurs translocation aux noyaux suite à une stimulation β2-AR, mais, 

lorsqu’elle est inhibée, des niveaux anormalement élevés d’AMPc au niveau du complexe 

conduisent à l’activation, la dissociation et le transfert des sous-unités de la PKA aux noyaux. 

Afin de vérifier l’exactitude de cette hypothèse, il serait intéressant de tester l’effet d’un peptide 

permettant de perturber l’interaction entre la PDE4D3 et la mAKAP sur l’activité PKA 

nucléaire sous stimulation β2-AR (Carlisle Michel et al., 2004). Un vecteur adénoviral codant 

pour ce peptide est actuellement en développement dans l’équipe de Michael Kapiloff. 

L’équipe de Michael Kapiloff a précédemment montré que la mAKAPβ peut s’associer avec 

l’AC5 dans les cardiomyocytes (Kapiloff et al., 2009). D’autres ont montré dans des 

cardiomyocytes de souris que l’AC5, qui est préférentiellement localisée au niveau des tubules 

T, est impliquée dans la régulation β2-AR du courant calcique de type L (Timofeyev et al., 

2013). L’ensemble de ces travaux et mes résultats confortent la possible existence d’un pool de 

récepteurs β2-ARs localisés à l’interface entre la membrane des tubules T et l’enveloppe 

nucléaire. 
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Le faible effet de l’invalidation de la mAKAP sur les réponses nucléaires de PKA suite à une 

stimulation β1-AR, suggère l’existence d’autres pools de PKA impliqués dans ces réponses qui 

seraient maintenus par d’autres AKAPs. Un candidat possible est l’AKAP-Lbc qui peut se 

localiser à proximité de la région périnucléaire dans les cardiomyocytes néonataux (Carnegie 

et al., 2008). Dans une étude récente, il a été montré que AKAP-Lbc peut se lier à une isoforme 

longue de PDE4, dont l’activation via l’utilisation d’un peptide dérivé du domaine UCR1 de la 

PDE4D a permis de réduire l’activation de la PKA nucléaire induite par la forskoline et de 

réduire la réponse hypertrophique suite à une stimulation β-AR (Wang et al., 2015). 

IV. Rôle de la signalisation PKA nucléaire induite par les 

récepteurs β1- et β2-ARs dans la régulation de l’expression du 

facteur pro-apoptotique ICER 

Plusieurs études ont souligné le rôle de la PKA dans les effets pro-apoptotiques des récepteurs 

β-AR (Zhang et al., 2013). L’invalidation du gène CREM a permis de réduire les effets 

cardiotoxiques induits chez les souris qui surexpriment les récepteurs β1-ARs dans le cœur 

(Lewin et al., 2009). De plus, dans les cardiomyocytes, il a été montré que ICER (un variant du 

gène CREM et une cible régulée par la PKA) est un régulateur positif de l’apoptose, en partie 

à travers la régulation négative de l’expression du facteur anti-apoptotique Bcl-2 (Tomita et al., 

2003). De manière comparable à mes mesures d’activité PKA nucléaire, mes résultats montrent 

que la stimulation des récepteurs β1- mais pas β2-ARs induit l’expression du gène ICER et que 

l’inhibition de la PDE4 permet de potentialiser cette induction. Mes résultats sont en accord 

avec une étude récente réalisée sur des cardiomyocytes de rats adultes qui montre que le destin 

des cardiomyocytes peut varier entre la survie et la mort cellulaire en fonction de l’équilibre 

entre i) la voie de signalisation ERK1/2, induite après activation des récepteurs β2-ARs et 

l’activation des protéines Gi, qui conduit à l’induction de l’expression du facteur anti-

apoptotique Bcl-2 à de faibles concentrations d’isoprénaline, et ii) la voie de signalisation 

PKA/CREB/ICER activée par les récepteurs β1-ARs qui induit la répression de l’expression de 

Bcl-2 en présence de fortes concentrations d’isoprénaline (Shin et al., 2014). Cependant, dans 

une autre étude réalisée sur des cardiomyocytes néonataux, il a été montré que l’inhibition de 

la PDE3, mais pas de la PDE4, induit une augmentation de la phosphorylation de CREB et 

l’induction de l’expression d’ICER, et donc la répression du facteur Bcl-2 (Ding et al., 2005). 

Ces résultats ne sont pas en accord avec nos observations qui montrent l’absence d’effet sur 
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l’expression d’ICER après inhibition de la PDE3 seule ou lors d’une stimulation β-AR. Ces 

résultats peuvent s’expliquer par des différences dans les conditions expérimentales et/ou le 

type cellulaire (cardiomyocytes adultes versus néonataux).  

Dans la continuité de ces résultats, il serait également intéressant d’étudier l’effet du blocage 

de la signalisation PKA intranucléaire via l’utilisation du PKI-3NLS sur les effets pro-

apoptotiques d’une stimulation chronique des récepteurs β1-ARs. 

V. Remodelage de la signalisation PKA nucléaire induite par les 

récepteurs β1- et β2-ARs au cours de l’insuffisance cardiaque 

Plusieurs études ont précédemment montré qu’au stade hypertrophique et dans l’insuffisance 

cardiaque, les signaux AMPc et PKA subissent des changements profonds au niveau de certains 

compartiments subcellulaires. Dans cette perspective, je me suis ainsi intéressé à étudier les 

possibles changements dans la signalisation PKA nucléaire pouvant avoir lieu au cours de 

l’insuffisance cardiaque. J’ai pu montrer que sous stimulation β1-AR, l’activation de la PKA 

cytoplasmique et nucléaire est réduite dans les cardiomyocytes insuffisants, alors que l’activité 

PKA cytoplasmique induite par stimulation β2-AR n’est pas modifiée dans les cardiomyocytes 

insuffisants. De manière surprenante, les récepteurs β2-ARs deviennent capables d’induire 

l’activation de la PKA dans les noyaux des cardiomyocytes insuffisants. Mes résultats sont en 

accord avec la désensibilisation des récepteurs β1-ARs observée au cours de l’insuffisance 

cardiaque contrairement à la densité des récepteurs β2-ARs qui reste inchangée (Lohse et al., 

2003). La capacité des récepteurs β2-ARs à induire l’activation de la PKA au niveau des noyaux, 

observée au cours de l’insuffisance cardiaque, est en accord avec des résultats récemment 

obtenus par l’équipe de Kevin Xiang qui montrent que, contrairement aux cardiomyocytes 

sains, les récepteurs β2-ARs ont la capacité d’activer la PKA au niveau des myofilaments et 

d’induire la phosphorylation de la TnI dans les cardiomyocytes issus de lapins insuffisants 

(Barbagallo et al., 2016). Dans l’insuffisance cardiaque, plusieurs mécanismes entrent en jeu et 

induisent des changements dans la compartimentation de la signalisation AMPc/PKA. En effet, 

des études ont montré une diminution de la densité des tubules T dans les cardiomyocytes 

insuffisants de rat et chez l’Homme (Lyon et al., 2009), ainsi qu’une réduction dans 

l’expression de la cavéoline-3, associée à la dysfonction ventriculaire gauche observée chez 

l’Homme (Feiner et al., 2011), qui conduisent à la décompartimentation des signaux AMPc et 

PKA générés par les récepteurs β2-ARs (Nikolaev et al., 2010; Barbagallo et al., 2016). 
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Cependant, il semblerait que la diminution de densité des cavéoles ne soit pas suffisante pour 

expliquer la décompartimenation de la signalisation PKA induite par les récepteurs β2-ARs vers 

les noyaux dans l’insuffisance cardiaque, puisque deux approches différentes visant à 

désorganiser les cavéoles n’ont eu aucune conséquence sur l’activité PKA nucléaire. En plus 

des modifications structurales, des modifications dans l’expression et la distribution de 

certaines isoformes de PDEs, comme les PDE2, 3 et 4, peuvent également se produire à 

différents stades de la maladie (Abi-Gerges et al., 2009; Mehel et al., 2013; Perera et al., 2015; 

Sprenger et al., 2015; Barbagallo et al., 2016). Ainsi, en raison de l’importance de la PDE4 

dans la modulation de la signalisation PKA nucléaire, il est tout à fait possible que la 

décompartimentation des signaux PKA vers les noyaux soit due à une diminution de 

l’expression de la PDE4. A cet égard, il a été montré dans des échantillons issus de cœurs 

insuffisants humains, que l’expression de la PDE4D3 est diminuée au niveau du complexe 

organisée par les RyR2 et que ceci conduit à une augmentation de la phophorylation des RyR2 

sur le site phosphorylé par la PKA au niveau du résidu sérine 2808 (Lehnart et al., 2005). Il 

serait ainsi très intéressant d’étudier l’expression et l’activité des PDEs au niveau du complexe 

organisé par la mAKAP dans l’insuffisance cardiaque, et de façon plus générale, d’étudier 

l’effet de la surexpression de la PDE4D3 sur le remodelage cardiaque des souris sous perfusion 

chronique d’isoprénaline. 

En conclusion, mes travaux montrent un nouveau mécanisme moléculaire par lequel les 

récepteurs β1- et β2-ARs régulent différentiellement l’activité PKA nucléaire et l’expression du 

facteur pro-apoptotique ICER dans les cardiomyocytes de rats adultes. Mon travail souligne 

l’importance de la protéine d’ancrage de la PKA, la mAKAP, et de la PDE4 dans la régulation 

de l’activité PKA nucléaire induite par les récepteurs β2-ARs. Nous avons également identifié 

une nouvelle altération dans la compartimentation de la signalisation PKA induite par les 

récepteurs β2-ARs au niveau du compartiment nucléaire. En effet, au cours de l’insuffisance 

cardiaque, les récepteurs β2-ARs induisent l’activation de la PKA au niveau des noyaux des 

cardiomyocytes et pourraient ainsi changer leur effet anti-apoptotique pour un effet pro-

apoptotique, contribuant aux effets délétères du stress catécholaminergique et à la progression 

de l’insuffisance cardiaque.
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termination  of  cyclic  nucleotide  signalling,  but  are  also  involved  in  the  generation  of  dynamic
microdomains  of  cAMP  and  cGMP,  controlling  specific  cell  functions  in  response  to  various  neuro-
hormonal  stimuli.  In  the  myocardium  and  vascular  smooth  muscle,  the  PDE3  and  PDE4  families
predominate,  degrading  cAMP  and  thereby  regulating  cardiac  excitation-contraction  coupling
and smooth  muscle  contractile  tone.  PDE3  inhibitors  are  positive  inotropes  and  vasodilators
in humans,  but  their  use  is  limited  to  acute  heart  failure  and  intermittent  claudication.  PDE5
is particularly  important  for  the  degradation  of  cGMP  in  vascular  smooth  muscle,  and  PDE5
inhibitors  are  used  to  treat  erectile  dysfunction  and  pulmonary  hypertension.  There  is  experi-
mental evidence  that  these  PDEs,  as  well  as  other  PDE  families,  including  PDE1,  PDE2  and  PDE9,
may play  important  roles  in  cardiac  diseases,  such  as  hypertrophy  and  heart  failure,  as  well  as
several vascular  diseases.  After  a  brief  presentation  of  the  cyclic  nucleotide  pathways  in  cardiac
and vascular  cells,  and  the  major  characteristics  of  the  PDE  superfamily,  this  review  will  focus
on the  current  use  of  PDE  inhibitors  in  cardiovascular  diseases,  and  the  recent  research  devel-
opments that  could  lead  to  better  exploitation  of  the  therapeutic  potential  of  these  enzymes
in the  future.
©  2016  Elsevier  Masson  SAS.  All  rights  reserved.
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Résumé  Les  phosphodiestérases  des  nucléotides  cycliques  (PDE)  dégradent  les  seconds  mes-
sagers AMPc  et  GMPc,  régulant  ainsi  de  multiples  aspects  des  fonctions  cardiaque  et  vasculaire.
Cette classe  d’enzymes  très  diversifiée,  codée  par  vingt  et  un  gènes,  englobe  onze  familles
responsables  de  la  terminaison  des  signaux  transmis  par  les  nucléotides  cycliques,  et  sont
impliqués  dans  la  génération  de  microdomaines  dynamiques  d’AMPc  et  de  GMPc  contrôlant
des fonctions  spécifiques  des  cellules  en  réponse  à  divers  stimuli  neuro-hormonaux.  Dans  le
myocarde  et  le  muscle  lisse  vasculaire,  les  PDE3  et  PDE4  sont  prédominantes  pour  dégrader
l’AMPc et  régulent  le  couplage  excitation-contraction  cardiaque  et  le  tonus  contractile  des  mus-
cles lisses.  Les  inhibiteurs  de  PDE3  sont  inotropes  positifs  et  vasodilatateurs  chez  l’homme,  mais
leur utilisation  est  limitée  au  traitement  de  l’insuffisance  cardiaque  aiguë  et  de  la  claudication
intermittente.  La  PDE5  est  importante  pour  dégrader  le  GMPc  dans  le  muscle  lisse  vasculaire,
et les  inhibiteurs  de  PDE5  sont  utilisés  pour  traiter  la  dysfonction  érectile  et  l’hypertension
pulmonaire.  Des  travaux  expérimentaux  suggèrent  que  ces  PDE  ainsi  que  d’autres  familles  de
PDE, en  particulier  PDE1,  PDE2  et  PDE9  jouent  également  un  rôle  important  dans  l’hypertrophie
et l’insuffisance  cardiaque  ainsi  que  dans  plusieurs  maladies  vasculaires.  Après  avoir  donné  un
bref aperçu  des  voies  des  nucléotides  cycliques  dans  les  cellules  cardiaques  et  vasculaires  et
des principales  caractéristiques  des  PDEs,  cette  revue  présentera  les  utilisations  actuelles  des
inhibiteurs  de  PDE  dans  les  maladies  cardiovasculaires  et  les  progrès  de  recherche  récents  sus-
ceptibles de  conduire  à  une  meilleure  exploitation  du  potentiel  thérapeutique  de  ces  enzymes
dans le  futur.
© 2016  Elsevier  Masson  SAS.  Tous  droits  réservés.
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he  cyclic  nucleotides  cyclic  adenosine  monophosphate
cAMP)  and  cyclic  guanosine  monophosphate  (cGMP)  par-
icipate  in  the  main  pathways  regulating  cardiac  and
ascular  functions;  they  act  as  second  messengers  for  sym-
athetic  and  parasympathetic  systems,  nitric  oxide  (NO)
nd  natriuretic  peptides.  Cyclic  nucleotides  may  exert  ben-
ficial  or  deleterious  effects  on  the  heart  and  vessels,
epending  on  the  strength  and  duration  of  the  stimula-
ion.  Acute  elevation  of  cyclic  nucleotides  regulates  cardiac
Please  cite  this  article  in  press  as:  Bobin  P,  et  al.  Cyclic  nucleot
perspective.  Arch  Cardiovasc  Dis  (2016),  http://dx.doi.org/10.

xcitation-contraction  coupling  and  vascular  contractile
one.  However,  chronic  elevation  of  cAMP  contributes  to
he  development  of  cardiac  hypertrophy  and  progression  to

o
c

eart  failure  (HF),  while  cGMP  possesses  antihypertrophic
roperties.  In  vessels,  cAMP  and  cGMP  exert  antiprolif-
rative  and  antimigratory  properties,  therefore  limiting
therosclerosis  and  angiogenesis.  These  second  messengers
lso  regulate  endothelial  barrier  function,  the  disruption
f  which  is  associated  with  several  pathological  conditions,
uch  as  oedema  and  sepsis.  The  amplitude,  duration  and
ocalization  of  cyclic  nucleotide  responses  are  determined
y  the  balance  between  synthesis  of  cAMP  and  cGMP  by
denylyl  and  guanylyl  cyclases,  respectively,  and  degrada-
ion  by  cyclic  nucleotide  phosphodiesterases  (PDEs).
ide  phosphodiesterases  in  heart  and  vessels:  A  therapeutic
1016/j.acvd.2016.02.004

PDEs  represent  the  main  route  to  the  rapid  lowering
f  cyclic  nucleotide  concentrations  inside  the  cells,  and
onstitute  a  highly  diverse  superfamily  of  enzymes.  The
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different  enzymatic  properties  and  localization  patterns  of
the  multiple  PDE  isoforms  within  the  cell  play  a  role  in
cyclic  nucleotide  compartmentation,  which  is  critical  for
determining  specific  physiological  responses  [1,2].  In  addi-
tion,  modification  of  the  expression  and  activity  of  specific
PDEs  is  observed  in  several  cardiovascular  diseases.  Thus,
the  members  of  the  PDE  superfamily  are  well  placed  to  be
targets  for  pharmacological  interventions  in  cardiovascular
diseases;  indeed,  some  PDE  inhibitors  have  already  been
approved  for  the  treatment  of  acute  heart  failure,  erec-
tile  dysfunction,  pulmonary  hypertension  and  intermittent
claudication.

In the  following  review,  we  present  an  overview  of  the
roles  of  PDEs  in  cardiac  and  vascular  muscles,  the  current
indications  for  PDE  inhibitors  in  cardiovascular  diseases  and
recent  research  advances,  which  hold  promise  for  future
therapeutic  developments  in  cardiovascular  diseases.

Regulation of cardiac and vascular cells by
cyclic  nucleotide pathways

In  cardiac  and  vascular  cells,  cAMP  is  produced  mainly
by  transmembrane  adenylyl  cyclases  in  response  to  cat-
echolamines  and  various  hormones  or  circulating  factors
acting  on  seven  transmembrane  receptors  coupled  to  het-
erotrimeric  G  protein  stimulating  adenylyl  cyclase  (Gs).  Two
types  of  guanylate  cyclase  (GC)  produce  cGMP:  the  soluble
GC  that  is  activated  by  NO  and  particulate  GCs,  which  consti-
tute  the  receptors  for  natriuretic  peptides  (atrial  natriuretic
peptide,  brain  natriuretic  peptide  and  C-type  natriuretic
peptide).  Once  synthesized,  cyclic  nucleotides  exert  their
effects  by  acting  through  a  number  of  cellular  effectors,
including  cAMP-  or  cGMP-activated  protein  kinases  (protein
kinase  A  [PKA]  or  protein  kinase  G  [PKG],  respectively),
cyclic  nucleotide-gated  ion  channels  and  cAMP-activated
guanine  nucleotide  exchange  proteins  (Epacs).

During  the  fight  or  flight  response,  epinephrine  and
norepinephrine  bind  to  �-adrenoceptors  (�-ARs)  in  car-
diomyocytes,  leading  to  cAMP  elevation  and  PKA  activation.
PKA  phosphorylation  of  sarcolemmal  L-type  calcium  (Ca2+)
channels  (LTCCs),  ryanodine  receptors  (RyR2s),  phos-
pholamban  (PLB,  which  controls  the  activity  of  the
sarco-endoplasmic  reticulum  Ca2+-adenosine  triphosphatase
[Ca2+-ATPase],  SERCA2)  and  troponin  I  enhances  the  ampli-
tude  and  kinetics  of  Ca2+ transients  and  contraction  in
cardiomyocytes  (Fig.  1),  underlying  the  classical  positive
inotropic  and  lusitropic  effects  of  acute  sympathetic  stim-
ulation.  However,  sustained  stimulation  of  �-ARs,  as  occurs
during  hypertension  or  in  chronic  heart  diseases,  is  detri-
mental  to  the  heart,  as  it  favours  maladaptive  hypertrophic
remodelling,  apoptosis  and  arrhythmias.  Along  with  PKA,
Epac  is  activated  by  cAMP,  and  may  play  an  important  role
in  this  context.  Epac  activation  triggers  a  signalling  pathway
involving  the  phosphates  calcineurin  and  Ca2+/calmodulin-
dependent  kinase  II  (CaMKII),  stimulating  hypertrophic
growth  [3].  CaMKII  activation,  which  can  also  result  from
Please  cite  this  article  in  press  as:  Bobin  P,  et  al.  Cyclic  nucleot
perspective.  Arch  Cardiovasc  Dis  (2016),  http://dx.doi.org/10.

PKA-dependent  increases  in  Ca2+,  also  phosphorylates  RyR2,
and  promotes  a  proarrhythmogenic  sarcoplasmic  reticulum
Ca2+ leak,  which  may  ultimately  lead  to  chamber  dilatation
and  HF  [4]  (Fig.  1).
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In  the  heart,  cGMP  is  often  viewed  as  the  mirror  of  cAMP,
pposing  its  effects  on  cardiac  function.  Indeed,  cGMP  can
xert  negative  inotropic  effects  via  PKG-mediated  inhibi-
ion  of  the  L-type  Ca2+ current  [5,6]  and  phosphorylation
f  troponin  I,  to  decrease  myofilament  sensitivity  to  Ca2+

7]. In  addition,  cGMP  can  modulate  cAMP  concentrations
hrough  regulation  of  distinct  PDEs  (see  below).  One  pro-
osed  mechanism  by  which  cGMP-PKG  signalling  exerts  its
ntihypertrophic  action  is  by  inhibiting  the  calcineurin  path-
ay  [8]  (Fig.  1).

Cyclic  nucleotides  are  also  critical  in  vessels.  Both
AMP-elevating  factors,  such  as  prostacyclin  I2  and  cate-
holamines  through  �-AR  stimulation,  and  cGMP-elevating
actors,  such  as  NO  and  natriuretic  peptides,  relax  contrac-
ile  vascular  smooth  muscle  cells  (VSMCs)  and  inhibit  the
roliferation  and  migration  of  synthetic  VSMCs  (Fig.  2).  In
ddition,  cAMP  and  cGMP  control  endothelial  cell  perme-
bility  and  ability  to  release  vasoactive  agents,  such  as  NO,
rostacyclin  I2  or  C-type  natriuretic  peptide  [9].  Most  of
he  effects  of  cAMP  and  cGMP  appear  to  be  mediated  by
he  activation  of  PKA  or  PKG,  leading  to  phosphorylation  of
everal  key  proteins  controlling  the  different  vascular  func-
ions,  although  increasing  evidence  suggests  a  role  for  Epac
n  the  regulation  of  endothelial  barrier  function  and  VSMC
igration  by  cAMP  [9,10].

verview of the PDE superfamily

leven  PDE  families,  which  differ  in  their  primary  struc-
ure,  catalytic  properties,  affinities  for  cAMP  and/or  cGMP
nd  mechanisms  of  regulation,  are  known  in  mammals.  Most
DE  families  are  encoded  by  several  genes,  which  together
enerate  close  to  100  different  PDE  isoforms  by  the  use  of
ifferent  translation  initiation  sites  and  alternative  splicing
f  messenger  ribonucleic  acid  (mRNA).  Specific  isoforms  are
esignated  according  to  a  common  nomenclature:  PDE  is  fol-
owed  by  a  family  number  (1—11),  a  capital  letter  indicating
he  gene  (A,  B,  C  or  D)  and  a  final  number  corresponding  to
he  splice  variant.  Some  PDE  families  selectively  hydrolyze
AMP  (PDE4,  PDE7  and  PDE8),  while  others  are  specific  for
GMP  (PDE5,  PDE6  and  PDE9).  A  third  category,  the  so-called
ual  PDEs,  hydrolyzes  both  cAMP  and  cGMP  (PDE1,  PDE2,
DE3,  PDE10  and  PDE11).

PDEs  share  a  conserved  catalytic  domain  (C-domain),
howing  approximately  25—52%  amino  acid  sequence  iden-
ity,  but  differ  markedly  in  their  regulatory  N-domains.
-domains  contain  diverse  elements  involved  in  enzyme
imerization,  binding  of  regulatory  small  molecules,  phos-
horylation  and  localization;  they  are  characteristic  to  each
amily  and  their  variants.  For  instance,  the  unique  distin-
uishing  feature  of  the  PDE1  family  is  the  existence  of
wo  binding  sites  for  the  Ca2+-binding  protein  calmodulin
n  the  N-domain,  which  are  responsible  for  enzyme  stimu-
ation  by  Ca2+. Other  important  domains  found  in  several
DE  families  (PDE2,  PDE5,  PDE6,  PDE10  and  PDE11)  are
he  so-called  GAF  domains  (this  acronym  is  based  on  the
rst  letters  of  the  three  proteins  in  which  they  were  first
ide  phosphodiesterases  in  heart  and  vessels:  A therapeutic
1016/j.acvd.2016.02.004

dentified:  G  for  cGMP-stimulated  phosphodiesterases;  A  for
nabaena  adenylyl  cycles;  F  for  Fhla  transcription  factor),
hich  are  involved  in  enzyme  dimerization  and  allosteric

egulation  by  cyclic  nucleotides.  In  particular,  for  PDE2  and

dx.doi.org/10.1016/j.acvd.2016.02.004


ARTICLE IN PRESS+Model
ACVD-910; No. of Pages 13

4  P.  Bobin  et  al.

Figure 1. Cyclic nucleotides metabolism in cardiac myocytes. The major phosphodiesterases (PDEs) expressed in cardiac myocytes are
indicated, together with their subcellular localization in relation to their role in regulating hypertrophic growth and excitation-contraction
coupling. For simplicity, the PDE family and — when relevant — the gene are indicated, but not the specific splice variants. AC: adenylate
cyclase; AKAP: A-kinase anchoring protein; �-AR: �-adrenergic receptor; Ca2+: calcium; CaMKII: Ca2+/calmodulin-dependent kinase II; cAMP:
cyclic adenosine monophosphate; CaN: calcineurin; cGMP: cyclic guanosine monophosphate; Epac: exchange protein directly activated by
cAMP; Gs: heterotrimeric G-protein stimulating adenylyl cyclase; LTCC: L-type Ca2+ channels; NO: nitric oxide; pGC: particulate guanylate
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yclase; PKA: cAMP-dependent protein kinase; PKG: cGMP-dependen
arco-endoplasmic reticulum Ca2+-adenosine triphosphatase; sGC: s

DE5,  cGMP  binding  to  their  respective  GAF  domains  stim-
late  enzymatic  activity  [11,12].  In  contrast  to  PDE2,  PDE3
s  inhibited  by  cGMP,  by  direct  competition  at  the  catalytic
ite.  The  N-domains  of  various  PDEs  contain  phosphorylation
ites  for  distinct  kinases  that  modulate  enzymatic  activ-
ty.  For  instance,  long  isoforms  of  PDE4  are  phosphorylated
y  PKA,  leading  to  an  increase  in  cAMP  hydrolytic  activ-
ty  [13],  whereas  PKG  phosphorylation  of  PDE5  increases
GMP  hydrolytic  activity  [14].  Long  isoforms  of  PDE4D  have
een  widely  studied  in  this  respect,  and  were  shown  to
e  phosphorylated  by  many  other  kinases,  particularly  the
xtracellular  signal-regulated  kinases  ERK2  and  ERK5,  and
aMKII  [15,16].  N-domains  are  also  important  for  intra-
ellular  localization,  through  specific  regions  that  provide
Please  cite  this  article  in  press  as:  Bobin  P,  et  al.  Cyclic  nucleot
perspective.  Arch  Cardiovasc  Dis  (2016),  http://dx.doi.org/10.

embrane  association  or  protein-protein  interaction.  PDEs
an  associate  with  multiple  protein  partners,  including  scaf-
old  proteins,  such  as  A-kinase  anchoring  proteins  (AKAPs)
r  �-arrestin  strategically  located  within  the  cells.  More
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tein kinase; PLB: phospholamban; RyR: ryanodine receptor; SERCA:
le guanylate cyclase.

etailed  descriptions  of  PDEs,  including  their  structure,  reg-
lation,  physiological  roles  and  pharmacology,  are  available
n  several  recent  reviews  [14,17—19].

DEs as therapeutic targets in
ardiovascular diseases

eart failure

n  the  1970s  and  1980s,  PDE3  inhibitors  were  discov-
red  to  exhibit  cardiotonic,  inotropic,  bronchodilatory  and
asodilatory  activities  in  several  species,  and  were  initially
eveloped  as  cardiotonic  agents  to  replace  or  add  to  cardiac
ide  phosphodiesterases  in  heart  and  vessels:  A  therapeutic
1016/j.acvd.2016.02.004

lycosides  in  the  treatment  of  HF  [20].  However,  despite
eneficial  haemodynamic  effects  in  the  short  term,  chronic
se  of  PDE3  inhibitors  was  associated  with  increased  cardiac
rrhythmias  and  sudden  death  [21].  Thus,  the  use  of  PDE3

dx.doi.org/10.1016/j.acvd.2016.02.004
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Figure 2. Cyclic nucleotide metabolism in vascular endothelial and smooth muscle cells. For each cell type, the main pathways leading
to cyclic adenosine monophosphate (cAMP) and cyclic guanosine monophosphate (cGMP) synthesis as well as the major phosphodiesterase
(PDE) families involved in their degradation are indicated. AC: adenylate cyclase; GPCR: G-protein coupled receptor; Gs: heterotrimeric
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G-protein stimulating adenylyl cyclase; NO: nitric oxide; NOS: NO sy
soluble guanylate cyclase; VEGF: vascular endothelial growth facto

inhibitors  is  now  limited  to  acute  decompensated  HF.  Nev-
ertheless,  PDE3  inhibitors  are  targeting  several  functionally
distinct  isoforms  that  are  co-expressed  in  the  heart,  raising
the  hope  that  more  selective  targeting  might  provide  some
benefits.

PDE3  is  encoded  by  two  genes,  PDE3A  and  PDE3B. Evi-
dence  from  global  PDE3A  and  PDE3B  knockout  (KO)  mice
indicate  that  PDE3A,  but  not  PDE3B,  is  responsible  for
the  inotropic  and  chronotropic  effects  of  PDE3  inhibitors
[22].  Three  isoforms  of  PDE3A  are  expressed  in  cardiomy-
ocytes,  which  differ  only  in  their  N-terminal  domain,  giving
rise  to  different  intracellular  localization  [23].  In  mice  and
humans,  PDE3A1  controls  PLB-SERCA2  activity  and  Ca2+ reup-
take  in  the  sarcoplasmic  reticulum  [24,25]  (Fig.  1).  Because
dephosphorylated  PLB  and  depressed  SERCA2  activity  are
Please  cite  this  article  in  press  as:  Bobin  P,  et  al.  Cyclic  nucleot
perspective.  Arch  Cardiovasc  Dis  (2016),  http://dx.doi.org/10.

a  hallmark  of  HF,  PDE3  inhibitors  specifically  targeting  the
PDE3A1  associated  with  PLB-SERCA2  may  improve  contrac-
tile  performance  and  provide  therapy  for  HF  [26].  However,
currently  available  PDE3  inhibitors  have  little  selectivity  for
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se; pGC: particulate guanylate cyclase; PGI2: prostacyclin I2; sGC:

DE3A  versus  PDE3B  isoforms,  which  have  similar  catalytic
omains,  and  no  selectivity  for  individual  PDE3A  isoforms,
hich  have  identical  catalytic  domains.  Phosphorylation  of
DE3A1  was  recently  shown  to  regulate  its  interaction  with
ERCA2  [25].  Targeting  this  mechanism  may  offer  an  alterna-
ive  to  selectively  enhance  contractility  without  the  harmful
ffects  of  global  inhibition  of  PDE3  activity.

The  second  major  PDE  involved  in  cAMP  hydrolysis  in  the
eart  is  the  cAMP-specific  PDE4.  The  PDE4  family  is  encoded
y  four  genes  (PDE4A—D).  Most  of  our  knowledge  of  the  roles
f  individual  PDE4  subtypes  in  the  heart  is  limited  to  PDE4D.
O  of  the  PDE4D  gene  in  mice  leads  to  PKA  hyperphospho-
ylation  of  RyR2,  increased  sensitivity  to  exercise-induced
rrhythmias  and  late-onset  dilated  cardiomyopathy  [27].
DE4D  isoforms  are  localized  in  multiple  compartments  of
ide  phosphodiesterases  in  heart  and  vessels:  A therapeutic
1016/j.acvd.2016.02.004

he  cardiomyocyte.  For  instance,  PDE4D3  is  localized  at
he  perinuclear  region,  where  it  is  part  of  a  macromolec-
lar  complex  organized  by  the  scaffold  protein  muscle  AKAP
nd  comprising  Epac1  and  the  kinase  ERK5  to  regulate

dx.doi.org/10.1016/j.acvd.2016.02.004
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ardiomyocyte  hypertrophy  [28].  This  isoform  is  also  present
t  the  sarcolemma,  where  it  associates  through  another
KAP  with  slowly  activating  delayed  rectifier  potassium
hannels  controlling  cardiac  repolarization  [29], and  at
yofilaments,  in  association  with  another  scaffold  protein,
yomegalin  [30].  In  addition,  distinct  PDE4D  isoforms  have
een  shown  to  interact  with  �1-ARs  and  �2-ARs,  either
irectly  or  indirectly  through  �-arrestin,  and  to  shape  spe-
ific  physiological  or  pathophysiological  responses  [31—35].
inally,  similar  to  PDE3A,  PDE4D  also  associates  with  the
LB/SERCA2  complex  and  regulates  SERCA  pump  activity  in
he  mouse  heart  [36]  (Fig.  1).

A  role  for  PDE4B  in  the  heart  emerged  recently  when
t  was  identified  as  an  integral  component  of  the  LTCC
omplex,  and  the  main  PDE  regulating  the  LTCC  current  dur-
ng  �-AR  stimulation  (Fig.  1).  PDE4B  KO  mice,  like  PDE4D
O  mice,  have  an  increased  susceptibility  to  ventricular
rrhythmias  during  catecholamine  stimulation,  which  may
e  the  result  of  enhanced  Ca2+ influx  through  the  LTCC  [37].
lthough  RyR2  phosphorylation  by  PKA  did  not  seem  to  be
ffected  in  adult  hearts  from  PDE4B  KO  mice  [37],  a  recent
tudy  indicates  that  it  was  increased  in  neonatal  myocytes
acking  PDE4B  [38]  suggesting  that  altered  RyR2  regula-
ion  may  also  contribute  to  this  arrhythmic  phenotype.  In

 recent  study  in  rat  ventricular  myocytes,  we  showed  that
nder  �-AR  stimulation,  inhibition  of  PDE4  (as  well  as  inhi-
ition  of  PDE3)  exerted  inotropic  effects  via  PKA  but  led  to
pontaneous  diastolic  Ca2+ waves  via  both  PKA  and  CaMKII,
uggesting  the  potential  use  of  CaMKII  inhibitors  as  adjuncts
o  PDE  inhibition  to  limit  their  proarrhythmic  effects  [39].

As  stated  above,  phosphorylation  of  certain  PDE3  and
DE4  isoforms  by  PKA  activates  these  enzymes,  and  this
onstitutes  powerful  negative  feedback  for  cAMP  signals  in
ardiomyocytes.  This  regulation  has  been  shown  to  be  facil-
tated  by  spatial  proximity  of  PKA  and  PDEs  assembled  by
he  perinuclear  muscle  AKAP  [28]  or  by  phosphoinositide
-kinase  �  isoform,  which,  in  addition  to  its  lipid  kinase  func-
ion,  also  acts  as  an  AKAP,  facilitating  the  phosphorylation
f  PDE3A,  PDE3B,  PDE4A  and  PDE4B  by  PKA  [40].

Although  these  studies  underline  the  critical  role  of  PDE4
n  controlling  �-AR  stimulation  in  rodents,  this  family  con-
ributes  less  to  the  regulation  of  cardiac  contractility  in
umans,  where  PDE3  predominates  [41].  However,  in  human
trial  strips,  inhibition  of  PDE3  and  also  PDE4  potentiates
he  arrhythmogenic  effect  of  �-AR  stimulation,  and  PDE4
ctivity  tends  to  decrease  in  the  atria  of  patients  with  atrial
brillation  [42].  Further  understanding  of  the  role  of  PDE4

n  humans  may  also  be  important  for  the  proarrhythmic
ffect  of  PDE3  inhibitors,  because  PDE3  inhibitors,  such  as
ilrinone  and  enoximone,  may  also  inhibit  PDE4  in  cardiac
reparations  [43,44].  In  cardiac  hypertrophy  and  HF,  there
re  profound  alterations  of  the  expression  and  activity  of
DE3  and  PDE4.  In  a  model  of  pathological  hypertrophy
nduced  by  pressure  overload  in  rats,  we  found  that  the
xpression  and  activity  of  PDE3A,  PDE4A  and  PDE4B  were
ecreased,  and  that  this  was  associated  with  a  blunted  regu-
ation  of  subsarcolemmal  cAMP  generated  by  �-ARs  by  PDE3
nd  PDE4  [45].  In  contrast,  in  a  model  of  cardiac  hyper-
Please  cite  this  article  in  press  as:  Bobin  P,  et  al.  Cyclic  nucleot
perspective.  Arch  Cardiovasc  Dis  (2016),  http://dx.doi.org/10.

rophy  induced  by  angiotensin  II,  increased  PDE4  activity
as  observed,  accompanied  by  an  increase  in  the  69-kDa-
DE4A  isoform  and  a  decrease  in  the  expression  of  the
2-  and  76-kDa  PDE4D  isoforms.  These  results  suggest  that
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he  level  of  expression  of  the  isoforms  of  PDE3  and  PDE4
s  specifically  regulated  by  the  type  of  stimulus  used  to
nduce  cardiac  hypertrophy  and  the  stage  of  the  disease.

hile  an  increase  in  cAMP-PDE  can  participate  in  desensi-
ization  of  the  �-AR  pathway,  a decrease  could  represent

 compensatory  mechanism  to  restore  cAMP  concentrations
nd  inotropism.  However,  lower  PDE  also  alters  the  degree
f  cAMP  confinement,  which  could  lead  to  illegitimate  or
xcessive  activation  of  certain  pools  of  PKA  or  Epac,  hence
romoting  maladaptive  remodelling  and  rhythmic  distur-
ances.  This  is  supported  by  the  results  of  a  recent  study
howing  that  the  specific  PDE4D5  isoform  regulates  activa-
ion  of  hypertrophic  programme  by  Epac1  upon  stimulation
f  �2-AR  receptors  [31]. In  a  very  recent  study,  the  local
egulation  of  cAMP  by  PDEs  in  the  vicinity  of  SERCA2  was
ompared  using  transgenic  mice  with  cardiac  expression  of

 PLB-targeted  cAMP  biosensor  subjected  to  transaortic  con-
triction  [46].  In  agreement  with  their  known  localization
ithin  the  SERCA2  complex  [22,32],  both  PDE3  and  PDE4
ere  found  to  regulate  cAMP  in  this  microdomain.  Interest-

ngly,  during  hypertrophy  and  early  HF,  there  was  a  specific
earrangement  of  PDEs  regulating  this  specific  cAMP  pool,
ith  a  decreased  contribution  from  PDE4  and  an  increased
ontribution  from  PDE2  [46].  These  results  indicate  that  PDE
lterations  in  cardiac  disease  include  redistribution  of  PDE
ariants  in  discrete  microcompartments  of  cardiomyocytes.

PDE3  and  PDE4  also  provide  the  major  cAMP-degrading
ctivities  in  VSMCs  [47]  (Fig.  2),  and  their  expression  is
lso  modified  in  the  aorta  of  rats  with  HF  [48].  Importantly,
ndothelial  dysfunction  in  HF  leads  to  activation  of  PDE3  in
SMCs  because  of  the  loss  of  endothelial  NO  production  and,
onsequently,  of  PDE3  inhibition  by  cGMP.  This  leads  to  a  loss
f  relaxation  induced  by  �-AR  and  PDE4  inhibition,  thus  sug-
esting  that  inhibition  of  vascular  PDE3  may  constitute  an
ttractive  approach  to  restoring  normal  vasorelaxation  in
F  [48].

The  dual  specific  PDE2  represents  a  minor  part  of  cAMP
ydrolytic  activity  in  the  normal  heart,  but  the  cAMP
ydrolytic  activity  of  this  PDE  is  stimulated  5-  to  30-fold  by
GMP,  which  was  shown  to  inhibit  cardiac  LTCC  in  various
pecies,  including  humans  [49]. Subsequently,  measure-
ents  with  Förster  resonance  energy  transfer-based  sensors

n  neonatal  rat  cardiomyocytes  showed  that  by  decreasing
he  concentration  of  cAMP,  PDE2  counteracts  the  effects  of
-AR  stimulation  downstream  of  �3-ARs  [50].  In  contrast
o  PDE3  and  PDE4,  the  expression  and  activity  of  which
re  generally  decreased  in  pathological  hypertrophy  and  HF
45,51,52], we  found  recently  that  PDE2  is  increased  in  ani-
al  models  as  well  as  in  human  HF  [53].  PDE2  inhibition
artially  restores  �-AR  responsiveness  in  diseased  cardiomy-
cytes,  suggesting  that  PDE2  enhancement  in  HF  constitutes

 protective  mechanism  against  excessive  �-AR  stimulation.
owever,  according  to  another  recent  study,  PDE2  could
xert  a  prohypertrophic  effect  by  blunting  PKA-mediated
hosphorylation  of  nuclear  factor  of  activated  T  cells  (NFAT)
54]. Further  studies  are  needed  to  fully  understand  the  role
f  PDE2  in  HF.

Similar  to  PDE2,  PDE1  and  PDE5  have  been  reported  to  be
ide  phosphodiesterases  in  heart  and  vessels:  A  therapeutic
1016/j.acvd.2016.02.004

verexpressed  in  pathological  hypertrophy  and  HF  [55—57].
ecause  PDE1  and  PDE5  preferentially  (PDE1A)  or  specifi-
ally  (PDE5)  degrade  cGMP,  their  increase  in  HF  can  clearly
e  seen  as  maladaptive.  Accordingly,  transgenic  mice  with

dx.doi.org/10.1016/j.acvd.2016.02.004
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cardiac-specific  overexpression  of  PDE5  are  predisposed
to  adverse  remodelling  after  myocardial  infarction  [57],
whereas  pharmacological  inhibition  of  PDE1  [55]  or  PDE5
[58]  reduces  hypertrophy  and  improves  cardiac  pressure
and  volume  overload.  Numerous  animal  studies  have  shown
that  PDE5  inhibitors  protect  against  ischaemia/reperfusion
injury,  doxorubicin  cardiotoxicity,  ischaemic  and  diabetic
cardiomyopathy  and  Duchenne  muscular  dystrophy  [59].
However,  it  remains  controversial  whether  significant  con-
centrations  of  PDE5  are  expressed  in  the  myocardium,
raising  the  possibility  that  the  beneficial  effects  of  PDE5
inhibitors  involve  other  mechanisms,  including  inhibition
of  PDE1  [60,61].  In  patients  with  systolic  HF,  the  PDE5
inhibitor  sildenafil  decreased  pulmonary  vascular  pressure
and  increased  peak  oxygen  consumption  and  cardiac  index
[62].  Sildenafil  also  improved  left  ventricular  diastolic  func-
tion,  cardiac  geometry  and  clinical  status  in  patients  with
systolic  HF  [63]  and  improved  diabetic  cardiomyopathy  [64].
However,  despite  encouraging  results  in  an  initial  single-
centre  study  [65],  chronic  therapy  with  sildenafil  was  not
associated  with  clinical  benefit  in  patients  with  diastolic  HF
in  a  larger  multicentre  study  [66].  Ongoing  trials  with  PDE5
inhibitors  include  testing  for  gender  response  to  tadalafil  in
left  ventricular  hypertrophy  associated  with  diabetic  car-
diomyopathy  (NCT01803828).

Two  other  PDEs  were  recently  proposed  to  participate
in  cGMP  degradation  in  the  heart.  Experiments  performed
in  isolated  cardiomyocytes  from  transgenic  mice  expressing
a  Förster  resonance  energy  transfer-based  cGMP  biosen-
sor  have  suggested  that  PDE3,  which  is  classically  known
to  degrade  cAMP  preferentially,  may  also  be  involved  in
the  control  of  cGMP  concentrations  [67].  In  addition,  the
cGMP-specific  PDE9  was  found  to  be  expressed  in  rodent
and  human  hearts,  and  to  be  upregulated  in  hypertro-
phy  and  HF  [68].  PDE9  genetic  ablation  or  pharmacological
inhibition  appears  to  protect  the  heart  against  pathologi-
cal  remodelling  during  pressure  overload.  Moreover,  PDE9
inhibition  reverses  pre-established  heart  disease  in  a NO
synthase  activity-independent  manner,  whereas  PDE5  inhibi-
tion  requires  active  NO  synthase,  which  is  decreased  in  HF;
this  is  because  PDE9  seems  to  hydrolyze  specifically  cGMP
generated  by  natriuretic  peptides,  whereas  PDE5  controls
cGMP  generated  by  NO  [69,70].  We  have  shown  previously
that  PDE2  is  critical  for  the  regulation  of  subsarcolemmal
cGMP  concentrations  in  response  to  particulate  GC  activa-
tion  in  adult  cardiomyocytes  [69],  thus  raising  the  question
of  whether  PDE2  and  PDE9  exert  redundant  or  distinct  reg-
ulation  of  natriuretic  peptide  signalling.

Ischaemia/reperfusion injury

Manipulation  of  PDE  activity  may  also  prove  protective  in
the  context  of  ischaemia-reperfusion  injury.  Indeed,  PDE5
inhibitors  were  shown  to  reduce  infarct  size  in  rabbits  and
mice;  they  also  decreased  cell  death  in  isolated  cardiomy-
ocytes,  suggesting  that  part  of  this  effect  is  independent
of  vasodilation.  Several  mechanisms  appear  to  be  involved
in  these  effects,  including  increased  NO  synthase  expres-
Please  cite  this  article  in  press  as:  Bobin  P,  et  al.  Cyclic  nucleot
perspective.  Arch  Cardiovasc  Dis  (2016),  http://dx.doi.org/10.

sion,  cGMP  elevation,  PKG  activation  and  the  opening  of
mitochondrial  adenosine  triphosphate-sensitive  potassium
channels  and  Ca2+-activated  potassium  channels  [59].  PDE3
inhibitors  have  also  been  reported  to  reduce  infarct  size
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hen  applied  before  sustained  ischaemia,  thus  mimicking
he  cardioprotection  conferred  by  ischaemic  precondition-
ng  [71—73]. A  recent  study  using  KO  mice  for  either  PDE3A
r  PDE3B  strongly  suggested  that  PDE3B  is  the  isoform  medi-
ting  the  cardioprotective  effect  of  PDE3  inhibitors  in  this
ontext.  Indeed,  PDE3B  KO  mice,  but  not  PDE3A  KO  mice,
ere  protected  against  ischaemia-reperfusion  injury.  This
rotective  effect  appears  to  involve  cAMP/PKA-mediated
pening  of  mitochondrial  Ca2+-activated  potassium  chan-
els  and  assembly  of  ischaemia-induced  caveolin  3-enriched
ractions  [74].  Somehow  at  odds  with  the  above-mentioned
ardioprotective  effect  of  PDE3  inhibitors,  mice  with
ardiac-specific  overexpression  of  PDE3A1  were  protected
uring  ischaemia-reperfusion  injury.  In  addition  to  regu-
ating  SERCA2,  PDE3A1  also  acts  as  a negative  regulator
f  cardiomyocyte  apoptosis,  by  controlling  the  expression
f  the  transcriptional  repressor  and  proapoptotic  fac-
or,  inducible  cAMP  early  repressor  (ICER)  [75].  Inhibition
f  this  mechanism  in  mice  with  cardiac-specific  overex-
ression  of  PDE3A1  was  associated  with  protection  during
schaemia-reperfusion  [76]. Collectively,  these  studies  sug-
est  that  PDE3A  and  PDE3B  may  play  an  opposite  role  during
schaemia-reperfusion,  which  may  be  linked  to  their  differ-
ntial  localization  and  the  control  of  discrete  cAMP  pools  in
ardiomyocytes  [74].

rectile dysfunction

DE5  is  highly  abundant  in  vascular  smooth  muscle,  and  by
imiting  the  breakdown  of  cGMP,  PDE5  inhibition  potentiates
he  vasorelaxant  effect  of  the  NO/cGMP  pathway  initiated
y  endothelial  NO  production  or  exogenous  NO  produced
y  NO  donors  [77,78]  (Fig.  2).  Thus,  PDE5  inhibitors  were
nitially  proposed  as  potent  vasodilators  to  treat  coronary
eart  disease.  In  the  mid-1980s,  the  Pfizer  group  developed
ildenafil  (UK-92480,  a  derivative  of  zaprinast)  as  an  orally
vailable  PDE5  inhibitor  (half  maximal  inhibitory  concentra-
ion  [IC50] for  PDE5  ∼5  nM  and  10×  selectivity  over  other
DEs).  Sildenafil  turned  out  to  be  ineffective  against  angina,
ut  was  reported  to  induce  enhanced  penile  erections  in  a
umber  of  volunteers  participating  in  these  trials.  There-
fter,  extensive  research  focused  on  this  unexpected  side
ffect.

Penile  erection  is  dependent  on  the  NO/cGMP  path-
ay.  Upon  sexual  stimulation,  NO  released  in  the  corpora
avernosa  by  non-cholinergic/non-adrenergic  neurons  and
ndothelial  cells  promotes  relaxation  of  surrounding  smooth
uscle  cells  (SMCs)  by  increasing  intracellular  cGMP  concen-

rations.  Relaxation  of  intracavernosal  smooth  muscle  and
ilatation  of  penile  arteries  promote  the  expanding  of  sinu-
oidal  spaces,  resulting  in  blood  filling  and  penile  erection.
DE5  is  the  predominant  PDE  in  penile  SMCs  [79,80].  Thus,
DE5  inhibitors  enhance  the  erectile  response  by  potentiat-
ng  the  effects  of  cGMP  triggered  by  NO  release  [81].

In  1998,  sildenafil  (Viagra®;  Pfizer,  New  York  City,  NY,  USA)
eceived  approval  as  the  first  oral  treatment  for  erectile
ysfunction  in  men.  Three  other  PDE5  inhibitors  (tadalafil,
ardenafil  and,  more  recently,  avanafil)  are  now  commer-
ide  phosphodiesterases  in  heart  and  vessels:  A therapeutic
1016/j.acvd.2016.02.004

ialized.  No  current  evidence  suggests  a  difference  in  their
fficacy.  However,  sildenafil  and  vardenafil  exhibit  lower
electivity  for  PDE5  over  PDE6,  the  retinal  PDE,  which
ight  explain  the  visual  disturbances  experienced  by  some

dx.doi.org/10.1016/j.acvd.2016.02.004
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atients.  According  to  their  action  mechanism,  all  PDE5
nhibitors  require  sexual  stimulation  to  be  effective,  and
heir  association  with  organic  nitrates  is  contraindicated.
evertheless,  an  increase  in  vascular  PDE  expression,  espe-
ially  PDE1A  and  PDE5A,  has  been  observed  in  rat  models  of
itrate  tolerance;  PDE  inhibition,  with  zaprinast  [82,83]  and
inpocetine  [84,85],  respectively,  was  effective  in  reversing
his  tolerance,  suggesting  that  PDE  upregulation  is  involved
n  the  development  of  nitrate  tolerance.  The  potential  appli-
ation  of  PDE  inhibitors,  especially  PDE1  and  PDE5  inhibitors,
n  limiting  the  development  of  nitrate  tolerance  remains  to
e  evaluated  in  humans.

ulmonary hypertension

ulmonary  arterial  hypertension  (PAH)  is  characterized  by  an
ncrease  in  mean  pulmonary  arterial  pressure,  leading  to  a
rogressive  functional  decline  with  right  HF  and,  eventually,
eath  [86].  The  pulmonary  artery  remodelling  underlying
his  disease  includes  pulmonary  vasoconstriction,  in  situ
hrombosis,  medial  hypertrophy  and  intimal  proliferation,
eading  to  occlusion  of  the  small-  to  mid-sized  pulmonary
rterioles  and  the  formation  of  plexiform  lesions.  Endothe-
ial  dysfunction,  leading  to  an  imbalance  in  the  production
f  vasodilator/antiproliferating  factors  in  favour  of  vaso-
onstrictor/proliferating  factors,  appears  to  be  one  of  the
ain  pathobiological  mechanisms  of  the  disease,  and  is

he  rationale  for  current  therapeutics.  Impairment  of  the
rterial  pulmonary  NO/cGMP/PDE5  pathway  is  supported  by

 decrease  in  NO  synthase  expression  in  endothelial  cells
rom  PAH  patients  [87],  and  upregulation  of  PDE5  in  their
SMCs.  Thus,  PDE5  inhibition  counteracts  this  deleterious
rocess,  promoting  cGMP  accumulation,  resulting  in  inhi-
ition  of  pulmonary  vasoconstriction  and  VSMC  growth  and
emodelling.

In  the  SUPER  study,  a  12-week  treatment  with  the
DE5  inhibitor  sildenafil  showed  improvements  in  exer-
ise  capacity,  New  York  Heart  Association  functional  class
nd  pulmonary  haemodynamics  in  patients  with  symp-
omatic  PAH  [88].  The  improvements  were  largely  sustained
fter  3  years  of  treatment  (SUPER-2  study)  [89].  Sildenafil
Revatio®;  Pfizer)  was  approved  in  2005  for  the  long-term
reatment  of  patients  with  class  II  and  III  PAH.  Tadalafil
Adcirca®;  Eli  Lilly  and  Company,  Indianapolis,  IN,  USA)
as  also  commercialized  based  on  similar  clinical  benefits

90,91].
Other  PDE  families  may  be  critical  in  the  pathogenesis  of

AH.  It  has  been  shown  that  not  only  cGMP-PDE  activity,  but
lso  cAMP-PDE  activity  is  increased  in  rat  pulmonary  arteries
solated  from  a  model  of  chronic  hypoxia-induced  PAH  [92].

Expression  of  PDE1A,  PDE1C  and  PDE3B  is  enhanced  in
ulmonary  artery  SMCs  from  both  idiopathic  and  secondary
AH  patients  compared  with  control  pulmonary  artery  SMCs
93,94].  Methylxanthine  derivatives,  which  exhibit  low  PDE1
electivity,  were  shown  to  be  protective  in  different  pre-
linical  models  of  PAH  [94].  More  recently,  the  selective
DE2  inhibitor  BAY  60-7550  was  shown  to  have  benefi-
ial  effects  on  pulmonary  vasoconstriction,  remodelling
Please  cite  this  article  in  press  as:  Bobin  P,  et  al.  Cyclic  nucleot
perspective.  Arch  Cardiovasc  Dis  (2016),  http://dx.doi.org/10.

nd  right  ventricular  hypertrophy  in  both  hypoxia-  and
leomycin-induced  pulmonary  hypertension  in  mice.  The
uthors  also  reported  that  BAY  60-7550  reduced  the  prolif-
ration  of  isolated  pulmonary  artery  SMCs  from  PAH  patients
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95]. Additional  benefits  were  observed  when  BAY  60-7550
as  given  in  conjunction  with  cAMP-  or  cGMP-elevating
gents  (the  prostacyclin  analogue  treprostinil,  sildenafil,
trial  natriuretic  peptide  or  NO  donor).  The  dual  promotion
f  cGMP  and  cAMP  signalling  upon  PDE2  inhibition  might  be
n  attractive  perspective  in  the  treatment  of  PAH.

ost-angioplasty restenosis/atherosclerosis

ntimal  hyperplasia  and  luminal  stenosis  are  the  key  char-
cteristics  of  several  different  vascular  disorders,  such  as
therosclerosis  and  post-angioplasty  restenosis  [96,97].

To  prevent  restenosis  after  percutaneous  coronary  inter-
ention,  the  most  effective  therapy  is  local  delivery  of
ntiproliferative  reagents  via  drug-eluting  stents,  contain-
ng  drugs,  such  as  sirolimus  [98]  and  paclitaxel  [99].
owever,  first-generation  drug-eluting  stents  also  attenu-
te  re-endothelialization  and  can  lead  to  increased  in-stent
hrombosis  [100];  they  also  remain  ineffective  in  treating
ascular  disorders  with  diffuse  neointimal  lesions.  Thus,  the
evelopment  of  novel  therapeutic  strategies  is  currently  in
igh  demand.

Under  normal  conditions,  SMCs  residing  in  the  media
f  vessels  are  quiescent,  with  a  low  turnover  rate  and
nsignificant  secretory  activity.  These  SMCs  are  highly  dif-
erentiated  cells  that  exhibit  a  contractile  phenotype  by
xpressing  large  amounts  of  contractile  proteins,  and  princi-
ally  function  to  maintain  vascular  tone.  However,  SMCs  also
etain  a  degree  of  plasticity  to  allow  phenotypic  modulation.
nder  vascular  injury,  SMCs  undergo  profound  metamorpho-
is,  changing  from  a  quiescent/contractile  phenotype  to  an
ctive/synthetic  phenotype  with  proliferative  and  migratory
roperties  [101]. Interestingly,  this  phenotype  switch  is  asso-
iated  with  modification  of  PDE  expression  profile.  Given
he  antiproliferative  and  antimigratory  properties  of  cyclic
ucleotides,  PDEs  appear  of  great  interest  in  these  vascular
roliferative  diseases.

The  properties  of  PDE3  inhibition,  leading  to  vasodil-
tation  and  inhibition  of  platelet  aggregation  and  VSMC
roliferation,  appeared  to  be  favourable  in  this  context.
everal  clinical  trials  were  designed  to  evaluate  the  ben-
fits  of  the  already  approved  and  orally  available  PDE3
nhibitor,  cilostazol.  On  a  background  of  usual  antiplatelet
herapy  with  aspirin  and  clopidogrel,  cilostazol  was  shown
o  be  effective  in  attenuating  post-angioplasty  restenosis,
specially  in  patients  at  high  risk  of  restenosis  6  months
fter  stent  implantation  (CREST  trial)  [102],  and  in  patients
ith  diabetes  mellitus  implanted  with  a  drug-eluting  stent

DECLARE-DIABETES  trial)  [103].  Cilostazol  compared  with
spirin  also  reduced  the  progression  of  carotid  atheroscle-
osis  at  2  years  in  patients  with  type  2  diabetes  (DAPC  trial)
104].  Despite  the  possible  benefit  of  cilostazol  in  vascular
iseases,  its  use  is  limited  by  tolerability,  as  some  patients
ften  report  drug  discontinuation  because  of  headache,
iarrhoea,  dizziness  or  increased  heart  rate  [105].

PDE1C  is  considered  as  a  marker  of  VSMC  proliferation  in
odent  as  well  as  in  human  vessels  (Fig.  2).  Indeed,  PDE1C
xpression  was  reported  to  be  minor  in  the  normal  human
ide  phosphodiesterases  in  heart  and  vessels:  A  therapeutic
1016/j.acvd.2016.02.004

orta  or  saphenous  vein,  but  readily  upregulated  ex  vivo
n  SMCs  cultured  from  these  vessels  [106,107]  or  isolated
rom  aortic  atherosclerosis  lesions  [108],  as  well  as  in  vivo
n  neointimal  human  coronary  artery  lesions  [107].  Ex  vivo

dx.doi.org/10.1016/j.acvd.2016.02.004


 IN+Model

i
s

I

C
i
e
i
p
i
m
o
g
s
i
i
b
a
w

C

S
a
a
d
p
c
h
t
t
t
t
b
w
a
i
r
c
p
c
s
r
a
f
r
c
a
t
i
i
i
i
a
s

ARTICLEACVD-910; No. of Pages 13

Cyclic  nucleotide  phosphodiesterases  in  heart  and  vessels  

inhibition  of  PDE1C  using  antisense  oligonucleotides  or
a  PDE1  inhibitor  resulted  in  suppression  of  prolifera-
tion  of  SMCs  isolated  from  the  normal  aorta  or  from
lesions  of  atherosclerosis  [108].  More  importantly,  in  vivo
deficiency  of  PDE1C  (PDE1C  KO)  or  inhibition  of  PDE1
through  perivascular  application  of  IC86340  was  shown  to
attenuate  injury-induced  neointimal  formation  in  mouse
carotid  artery  [107].  In  this  study,  the  authors  identified
a  novel  mechanism  involved  in  the  beneficial  effects  of
PDE1C  inhibition,  a  decrease  in  platelet-derived  growth
factor  receptor  �  expression,  via  a  cAMP/PKA-dependent
mechanism  contributing  to  lysosomal-dependent  receptor
degradation  in  a  low-density  lipoprotein  receptor-related
protein  1-dependent  manner.  Thus  PDE1C  inhibition  appears
to  offer  novel  therapeutic  strategies  in  vascular  hyperplasic
disorders.

Angiogenesis

Cyclic  nucleotide  signalling  pathways  are  considered  to  mod-
ulate  several  components  of  tumourigenesis,  among  them
angiogenesis,  which  is  a  fundamental  process  in  tumour
growth  and  metastasis.  The  vascular  endothelial  growth
factor  (VEGF)  pathway  is  well  established  as  one  of  the
key  regulators  of  this  process  [109],  and  current  antiangio-
genic  therapies  rely  on  blocking  VEGF  activity.  VEGF-induced
angiogenesis  is  partly  mediated  by  NO  through  endothe-
lial  NO  synthase  activation  and  the  subsequent  increase  in
endothelial  cGMP  concentration.  In  human  umbilical  vein
endothelial  cells,  VEGF  has  been  shown  to  increase  PDE2
and  PDE4  activities  and  decrease  PDE5  activity.  Treatment
of  these  cells  with  a  combination  of  PDE2  and  PDE4  inhibitors
increased  cAMP  concentrations  and  decreased  VEGF-induced
human  umbilical  vein  endothelial  cell  migration,  prolifera-
tion  and  cell  cycle  progression.  This  treatment  also  reduced
the  total  capillary  surface  of  the  chicken  embryo  chorioal-
lantoic  membrane,  used  as  an  in  vivo  preclinical  model  of
angiogenesis  [110].  More  recently,  it  was  reported  that  a
PDE4  inhibitor  (intraperitoneal  administration  for  36  days)
reduced  in  vivo  the  growth  of  A549  lung  tumour  xenografts
in  nude  mice  by  attenuating  proliferation  and  angiogene-
sis,  evaluated  by  Ki67  and  CD31  staining,  respectively  [111].
Overall,  these  preclinical  data  assessing  the  role  of  PDEs
in  the  angiogenesis  process  strengthen  the  interest  in  PDE
inhibitors  in  cancer  therapy.

Systemic hypertension

PDE  inhibitors  are  currently  not  indicated  as  antihyperten-
sive  drugs,  despite  their  vasodilatory  properties.  Indeed,
milrinone  was  reported  to  decrease  arterial  pressure  after
intravenous  infusion  [112],  but  as  its  chronic  oral  adminis-
tration  in  HF  patients  was  shown  to  increase  mortality,  most
probably  because  of  arrhythmias  and  cardiac  arrest  [21],  its
clinical  use  was  restricted  to  acute  and  end-stage  treatment
of  HF.  Recently,  Maass  et  al.  [113]  identified  six  missense
PDE3A  mutations  causing  an  autosomal  dominant  hyperten-
Please  cite  this  article  in  press  as:  Bobin  P,  et  al.  Cyclic  nucleot
perspective.  Arch  Cardiovasc  Dis  (2016),  http://dx.doi.org/10.

sion  in  brachydactyly  type  E  patients.  The  mutated  PDE3A
exhibited  a  gain-of-function,  with  increased  cAMP  hydrolytic
activity,  responsible  for  VSMC  hyperplasia  and  increased  vas-
cular  resistance.  This  elegant  study  should  boost  the  interest

f
T
d
c

 PRESS
9

n  selective  PDE3  inhibitors  in  the  treatment  of  hyperten-
ion,  especially  in  association  with  brachydactyly.

ntermittent claudication

ilostazol,  a  selective  PDE3  inhibitor,  was  approved  for
ntermittent  claudication,  a  relatively  common  lower-
xtremity  peripheral  arterial  disease,  characterized  by
schaemia-induced  leg  pain  or  cramping,  and  for  which
harmacological  therapy  is  limited.  Cilostazol  exerts  dual
nhibitory  properties  on  PDE3  and  adenosine  uptake,  which
ight  explain  the  minimal  cardiac  effects  compared  with

ther  PDE3  inhibitors  [114].  By  inhibiting  platelet  aggre-
ation  and  promoting  arterial  vasodilation,  cilostazol  was
hown  to  increase  walking  distance  and  to  reduce  the  clin-
cal  symptoms  of  intermittent  claudication  [115].  However,
ts  use  is  controversial  because  of  the  modest  benefit-risk
alance  (in  particular,  because  of  the  risk  of  side  effects
ffecting  the  heart  or  serious  bleeding),  and  it  has  been
ithdrawn  in  some  countries  (e.g.  France).

oncluding remarks

oon  after  the  discovery  of  cAMP  and  cGMP  by  Sutherland
nd  colleagues  more  than  50  years  ago,  an  enzymatic
ctivity  that  could  degrade  these  second  messengers  was
escribed  [116]. Since  then,  the  large  diversity  and  com-
lexity  of  the  PDE  superfamily  has  been  unveiled,  and  the
ritical  role  of  these  enzymes  in  the  cardiovascular  system
as  been  demonstrated.  After  several  disappointments  in
he  development  of  PDE3  and  PDE4  inhibitors,  because  of
heir  adverse  effects  (mortality  and  emesis,  respectively),
he  success  of  PDE5  inhibitors  in  treating  erectile  dysfunc-
ion  combined  with  an  increasing  understanding  of  PDE
iology  has  raised  new  hopes  that  manipulating  PDE  activity
ith  greater  specificity  is  possible  and  should  yield  ther-
peutic  benefits.  However,  the  targeting  of  individual  PDE
soforms  located  in  distinct  subcellular  compartments  to
egulate  local  cAMP  and/or  cGMP  concentrations  and  spe-
ific  cell  functions  is  challenging.  Knowledge  of  the  protein
artners  and  the  molecular  mechanisms  that  govern  this  spe-
ific  localization  enables  envisaging  of  the  displacement  of
pecific  PDE  pools  by  small  molecules  or  peptides  that  dis-
upt  protein—protein  interactions,  with  potentially  fewer
dverse  effects  than  the  global  inhibition  of  an  entire  PDE
amily.  Recent  examples  of  such  a  strategy  include  the  dis-
uption  of  PDE4  from  heat  shock  protein  20  (HSP20)  in
ardiomyocytes,  resulting  in  hyperphosphorylation  of  HSP20
nd  attenuated  cardiac  hypertrophic  growth  [117,118],  and
he  disruption  of  Epac1-PDE3B  and  Epac1-PDE4D  complexes
nvolved  in  the  control  of  endothelial  cell  adhesion,  spread-
ng  and  permeability  [119,120]. Another  interesting  strategy
s  the  development  of  allosteric  inhibitors  of  PDEs,  for
nstance,  targeting  the  GAF  domain  of  PDE5  to  block  enzyme
ctivation,  but  not  its  basal  activity  [121],  or  exploiting
equence  differences  outside  the  active  site  to  reach  iso-
ide  phosphodiesterases  in  heart  and  vessels:  A therapeutic
1016/j.acvd.2016.02.004

orm  selectivity  in  the  case  of  PDE4B  and  PDE4D  [122,123].
he  allosteric  mode  of  regulation  could  also  facilitate  the
iscovery  of  small  molecules  acting  as  activators  for  spe-
ific  PDEs,  which  may  actually  be  useful  in  correcting  the

dx.doi.org/10.1016/j.acvd.2016.02.004
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etrimental  effects  of  excessive  �-AR  stimulation  observed
n  HF.
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Résumé – Les phosphodiestérases des nucléotides cycliques (PDE) dégradent les se-
conds messagers AMPc et GMPc qui constituent des régulateurs majeurs de la fonc-
tion cardiaque. Cette classe d’enzymes très diversifiée, codée par vingt et un gènes,
englobe onze familles qui sont responsables de la terminaison des signaux transmis par
les nucléotides cycliques. Ces PDE sont également impliquées dans la génération de
microdomaines dynamiques d’AMPc et de GMPc, contrôlant des fonctions spécifiques
des cellules en réponse à divers stimuli neuro-hormonaux. Dans le myocarde, les PDE3
et PDE4 sont prédominantes pour dégrader l’AMPc et régulent le couplage excitation-
contraction cardiaque. Les inhibiteurs de PDE3 sont inotropes positifs et vasodilata-
teurs chez l’homme, mais leur utilisation est limitée au traitement de l’insuffisance car-
diaque aiguë et de la claudication intermittente. Les inhibiteurs de PDE5, utilisés avec
succès pour traiter la dysfonction érectile et l’hypertension pulmonaire, ne semblent
pas efficaces dans l’insuffisance cardiaque à fraction d’éjection préservée. Des travaux
expérimentaux suggèrent néanmoins que ces PDE ainsi que d’autres, en particulier les
PDE1, PDE2 et PDE9, jouent un rôle important dans l’hypertrophie et l’insuffisance
cardiaque. Après un bref aperçu des voies des nucléotides cycliques dans les myocytes
cardiaques et des principales caractéristiques des PDE, cette revue fera le point sur
les travaux de recherche récents susceptibles de conduire à une meilleure exploitation
du potentiel thérapeutique de ces enzymes pour le traitement futur de l’insuffisance
cardiaque.

Mots clés : AMPc / GMPc / phosphodiestérases des nucléotides cycliques / insuffisance cardiaque

Abstract – Cyclic nucleotide phosphodiesterases: role in the heart and therapeutic
perspectives.

Cyclic nucleotide phosphodiesterases (PDEs) degrade the second messengers cyclic
adenosine monophosphate (cAMP) and cyclic guanosine monophosphate (cGMP),
thereby regulating multiple aspects of cardiac function. This highly diverse class of
enzymes encoded by 21 genes encompasses 11 families that are not only responsible
for the termination of cyclic nucleotide signalling, but are also involved in the gen-
eration of dynamic microdomains of cAMP and cGMP, controlling specific cell func-
tions in response to various neurohormonal stimuli. In the myocardium, the PDE3
and PDE4 families predominate, degrading cAMP and thereby regulating cardiac
excitation-contraction coupling. PDE3 inhibitors are positive inotropes and vasodila-
tors in humans, but their use is limited to acute heart failure and intermittent claudi-
cation. PDE5 inhibitors, which are used with success to treat erectile dysfunction and
pulmonary hypertension, do not seem efficient in heart failure with preserved ejection
fraction. There is experimental evidence however that these PDE, as well as other
PDE families including PDE1, PDE2 and PDE9, may play important roles in cardiac
diseases, such as hypertrophy and heart failure (HF).
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After a brief presentation of the cyclic nucleotide pathways in cardiac myocytes and the
major characteristics of the PDE superfamily, this review will focus on the potential
use of PDE inhibitors in HF, and the recent research developments that could lead to
a better exploitation of the therapeutic potential of these enzymes in the future.

Key words: cAMP / cGMP / cyclic nucleotide phosphodiesterases / heart failure

Abréviations

AKAP A-kinase anchoring protein
ANP, BNP, CNP atrial natriuretic peptide, brain

natriuretic peptide, C-type
natriuretic peptide

CaM calmoduline
CaMKII kinase Ca2+/calmoduline-

dépendante de type II
CMLV cellules musculaires lisses de la

paroi vasculaire
Epac exchange protein directly

activated by cAMP
GAF c-GMP-stimulated ;

phosphodiesterases
Anabaena adenylyl cyclase ;
Fhla transcription factor

GC guanylate cyclase
IC insuffisance cardiaque
IR ischémie-reperfusion
LTCC L-type Ca2+ channel
NC nucléotides cycliques
NO monoxyde d’azote
PDE phosphodiestérase des

nucléotides cycliques
PKA protéine kinase A
PKG protéine kinase G
PLB phospholamban
RS réticulum sarcoplasmique
RyR2 récepteur de la ryanodine
SERCA2 Ca2+-ATPAse du réticulum

sarcoplasmique et endoplasmique
TnI troponine I
β−AR récepteur β-adrénergique

Introduction

Les nucléotides cycliques (NC) AMPc et GMPc consti-
tuent des régulateurs majeurs de l’activité du cœur.
Ils agissent comme seconds messagers pour les neu-
romédiateurs des systèmes sympathique et parasym-
pathique, du monoxyde d’azote (NO) et des peptides
natriurétiques. Les nucléotides cycliques sont sus-
ceptibles d’exercer des effets bénéfiques ou délétères

sur le cœur selon l’intensité et la durée de leur
élévation. À court terme, ils régulent l’automatisme et
le couplage excitation-contraction cardiaque (CEC).
Toutefois, une élévation chronique d’AMPc contribue
au développement de l’hypertrophie cardiaque et à la
progression de l’insuffisance cardiaque (IC), alors que
le GMPc possède des propriétés anti-hypertrophiques.
L’amplitude, la durée et la localisation des élévations
d’AMPc et de GMPc sont déterminées par un
équilibre entre leur synthèse par les adénylate cy-
clases pour l’AMPc, et les guanylate cyclases pour le
GMPc, et leur dégradation par les phosphodiestérases
(PDE). Les phosphodiestérases représentent l’unique
voie de dégradation de l’AMPc et du GMPc, et
leur activité permet de diminuer rapidement les ni-
veaux de ces NC dans les cellules. Les PDE consti-
tuent une superfamille d’enzymes hautement diver-
sifiée. Leurs propriétés enzymatiques différentes ainsi
que leur localisation subcellulaire spécifique parti-
cipent à la compartimentation des NC qui est critique
pour déterminer la spécificité des réponses hormonales
(Steinberg & Brunton, 2001 ; Conti et al., 2014). De
plus, l’expression et l’activité de ces PDE est modifiée
dans l’hypertrophie et l’insuffisance cardiaque. Ainsi,
les propriétés des différentes isozymes constituant la
superfamille des PDE en font des cibles thérapeutiques
potentiellement intéressantes dans l’IC. Néanmoins,
aujourd’hui seuls les inhibiteurs de PDE3 sont utilisés
dans l’IC aiguë décompensée. Dans cette revue, nous
allons présenter une vue d’ensemble du rôle des PDE
dans le cœur et les avancées récentes de la recherche
qui sont porteuses d’espoir pour mieux exploiter le po-
tentiel thérapeutique de ces enzymes dans l’ischémie-
reperfusion et l’insuffisance cardiaque.

Rôle des voies de signalisation des
nucléotides cycliques dans les myocytes
cardiaques

La production d’AMPc dans les cellules cardiaques
est essentiellement due à des adénylate cyclases trans-
membranaires, qui constituent la source principale
d’AMPc dans ces cellules. Deux types de guanylate cy-
clases (GC) produisent le GMPc, la guanylate cyclase
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soluble, activée par le NO et les guanylate cyclases
particulaires (GCp) qui constituent les récepteurs
pour les peptides natriurétiques (ANP, BNP et CNP).
Une fois synthétisés, les NC exercent leurs effets
en agissant sur quatre grandes classes d’effecteurs :
des protéines kinases (AMPc-dépendante, PKA, et
GMPc-dépendante, PKG), des canaux ouverts ou
régulés par les NC (respectivement CNG ou HCN), et
les facteurs d’échange des petites protéines G, Rap1
et Rap2, activés par l’AMPc (Epac). Les protéines
Popeye, fortement exprimées à la membrane plas-
mique des muscles striés, lient directement l’AMPc et
émergent comme la quatrième classe connue de cibles
directes de l’AMPc (Schindler & Brand, 2016).

Lors d’un stress aigu, l’activation du système ner-
veux sympathique provoque une augmentation bru-
tale des catécholamines, adrénaline et noradrénaline.
Celles-ci se lient aux récepteurs β-adrénergiques (β-
AR) des cardiomyocytes, menant à une élévation
d’AMPc et à l’activation de la PKA. La phosphory-
lation par PKA des canaux calciques de type L du
sarcolemme (LTCC), des récepteurs de la ryanodine
(RyR2), du phospholamban (PLB), qui contrôle l’ac-
tivité de la Ca2+-ATPase (SERCA2) du réticulum
sarcoplasmique (RS), et de la troponine I (TnI)
augmentent l’amplitude et les cinétiques des transi-
toires calciques dans les cardiomyocytes (Figure 1),
sous-tendant les effets inotrope et lusitrope posi-
tifs classiques d’une stimulation sympathique aiguë.
Toutefois, la stimulation chronique des récepteurs β-
AR, qui est observée en particulier dans l’hyperten-
sion et les maladies cardiaques chroniques, est délétère
pour le cœur car elle favorise le remodelage hyper-
trophique, l’apoptose et la survenue d’arythmies. En
plus de la PKA, les facteurs d’échange Epac sont
activés par l’AMPc et semblent jouer un rôle impor-
tant dans ce contexte. En effet, l’activation d’Epac
déclenche une voie de signalisation aboutissant à l’ac-
tivation de la phosphatase calcineurine et de la kinase
Ca2+/calmoduline-dépendante de type II (CaMKII)
stimulant ainsi la croissance hypertrophique (Metrich
et al., 2008 ; Lezoualc’h et al., 2016). L’activation de
la CaMKII, qui peut aussi dépendre de l’augmenta-
tion de Ca2+ provoquée par une activation de la PKA,
phosphoryle également les RyR2, provoquant une fuite
de Ca2+ du RS en diastole et augmentant le risque
d’arythmies, ce qui favorise in fine la progression vers
l’IC (Ruiz-Hurtado et al., 2012) (Figure 1).

Dans le cœur, la voie du GMPc est souvent vue
comme l’image en miroir de celle de l’AMPc. En ef-
fet, une augmentation de GMPc exerce un effet ino-
trope négatif en activant la PKG qui inhibe le courant
calcique de type L (Mery et al., 1991 ; Yang et al.,
2007) et phosphoryle la TnI pour réduire la sensibilité
des myofilaments au Ca2+ (Layland et al., 2005). De
plus, le GMPc peut moduler les niveaux d’AMPc en

régulant des PDE particulières (voir ci-dessous). Un
mécanisme par lequel l’axe GMPc-PKG exerce une
action anti-hypertrophique est l’inhibition de la voie
de la calcineurine (Tsai & Kass, 2009) (Figure 1).

Généralités sur les phosphodiestérases

Chez les mammifères, on distingue onze familles
de PDE qui diffèrent par leur structure primaire,
leurs propriétés catalytiques, leur capacité à dégrader
l’AMPc et/ou le GMPc, ainsi que leurs mécanismes
de régulation. La plupart des familles de PDE sont
codées par plusieurs gènes, donnant lieu à une centaine
d’isoformes de PDE au total, produites par épissage
alternatif et par l’utilisation de différents sites d’ini-
tiation de la traduction. Les isoformes sont désignées
par une nomenclature commune : PDE est suivi par un
numéro de famille (1-11), une lettre capitale indique
le gène (A, B, C ou D) et un numéro final indique le
variant d’épissage. Certaines familles de PDE hydro-
lysent sélectivement l’AMPc (PDE4, 7, 8), alors que
d’autres sont spécifiques du GMPc (PDE5, 6, 9). Une
troisième catégorie est capable d’hydrolyser à la fois
l’AMPc et le GMPc (PDE1, 2, 3, 10, 11).

Les PDE partagent un domaine catalytique
conservé (domaine C) présentant une homologie com-
prise entre 25 et 52%, mais diffèrent de façon im-
portante au niveau de leur domaine N-terminal. Les
domaines N-terminaux contiennent divers éléments
impliqués dans la dimérisation, la liaison de pe-
tites molécules régulatrices, la phosphorylation et la
localisation intracellulaire. Ils sont caractéristiques de
chaque famille et de leurs variants. Ainsi, la famille
PDE1 est la seule à posséder deux sites de liai-
son pour la calmoduline (CaM) au niveau de son
domaine N-terminal, et ceci confère à cette famille
la propriété d’être stimulée par le Ca2+. Les do-
maines GAF (l’acronyme est basé sur les premières
lettres des trois protéines dans lesquelles elles furent
identifiées en premier : G, cGMP-stimulated phos-
phodiesterases ; A, Anabaena adenylyl cyclases ; F,
Fhla transcription factor) constituent d’autres do-
maines importants impliqués dans la dimérisation et la
régulation allostérique par les nucléotides cycliques re-
trouvés dans plusieurs familles (PDE2, PDE5, PDE6,
PDE10 et PDE11). En particulier, le GMPc active la
PDE2 et la PDE5 en se liant au niveau d’un domaine
GAF (Martins et al., 1982 ; Rybalkin et al., 2003).
À l’inverse, l’hydrolyse d’AMPc par la PDE3 est in-
hibée par le GMPc, par compétition au niveau du site
catalytique. Les domaines N-terminaux de plusieurs
PDE contiennent des sites de phosphorylation pour
plusieurs kinases qui modulent l’activité enzymatique.
Par exemple, les formes longues de PDE4 sont phos-
phorylées par la PKA, entrâınant une augmentation
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Fig. 1. Métabolisme des nucléotides cycliques dans les myocytes cardiaques.
Les PDE majeures exprimées dans les cardiomyocytes sont indiquées, ainsi que leur localisation subcellulaire en relation
avec leur rôle dans la régulation du couplage excitation-contraction et de l’hypertrophie cardiaque. Par simplicité, la
famille de PDE et, quand c’est pertinent, le gène, sont indiqués mais pas les isoformes spécifiques issues d’un épissage
alternatif. AC, adénylate cyclase ; AKAP, A-kinase anchoring protein ; CaMKII, kinase Ca2+/calmoduline-dépendante
de type II ; CaN, calcineurine ; GPCR, récepteur couplé aux protéines G ; GCp, guanylate cyclase particulaire ; GCs,
guanylate cyclase soluble. Reproduit avec la permission d’Elsevier.

de l’activité d’hydrolyse de l’AMPc (Sette & Conti,
1996), alors que la phosphorylation par PKG de la
PDE5 augmente l’hydrolyse du GMPc (Francis et al.,
2011). De nombreuses autres kinases sont susceptibles
de réguler l’activité des PDE, comme démontré dans le
cas de ERK2, ERK5 et CaMKII sur les formes longues
de PDE4D (Mika & Conti, 2015 ; Mika et al., 2015).
Les domaines N-terminaux sont également impor-
tants pour la localisation intracellulaire, permettant
dans certains cas l’association aux membranes ou des
interactions protéine-protéine. Ainsi les PDE inter-
agissent physiquement avec de multiples partenaires
protéiques, en particulier des protéines d’échafaudage
comme les protéines d’ancrage de la PKA (AKAP) ou
la β-arrestine. Il a récemment été décrit une interac-
tion directe entre la PDE8 et la sous-unité RIα de la
PKA qui facilite l’hydrolyse de l’AMPc et la terminai-
son du signal (Krishnamurthy et al., 2014, 2015). Des
présentations plus détaillées des PDE incluant leur
structure, leur régulation, leurs rôles physiologiques
et leur pharmacologie peuvent être trouvées dans plu-
sieurs revues récentes (Conti & Beavo, 2007 ; Francis
et al., 2011 ; Keravis & Lugnier, 2012 ; Maurice et al.,
2014).

Les PDE, des cibles thérapeutiques
pour le cœur ?

Insuffisance cardiaque

Dans les années 1970 et 1980, les effets inotropes po-
sitifs, bronchodilatateurs et vasodilatateurs des inhi-
biteurs de PDE3, furent mis en évidence dans plu-
sieurs espèces, et ces molécules furent développées
comme cardiotoniques alternatifs ou complémentaires
aux glycosides dans le traitement de l’IC (Movsesian
et al., 2011). Cependant, malgré une amélioration des
paramètres hémodynamiques à court terme, des essais
cliniques ont démontré par la suite que l’administra-
tion chronique d’inhibiteurs de PDE3 est associée à
une augmentation des arythmies cardiaques et de la
mortalité (Amsallem et al., 2005). De ce fait, l’utili-
sation des inhibiteurs de PDE3 est désormais limitée
à l’IC aiguë décompensée. Néanmoins, les inhibiteurs
de PDE3 agissent sur plusieurs isoformes de PDE3
co-exprimées dans le cœur, suggérant qu’une inhibi-
tion sélective d’une isoforme pourrait avoir des ef-
fets bénéfiques. La PDE3 est codée par deux gènes,
PDE3A et PDE3B. L’utilisation de souris invalidées
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pour chacun de ces gènes montre que la PDE3A est
responsable des effets chronotrope et inotrope posi-
tifs des inhibiteurs de PDE3 (Sun et al., 2007). Trois
isoformes de PDE3A sont exprimées dans les car-
diomyocytes, qui diffèrent seulement dans leur par-
tie N-terminale qui dicte des localisations cellulaires
différentes (Wechsler et al., 2002). Chez l’Homme et
la souris, l’isoforme PDE3A1 contrôle l’activité PLB-
SERCA2 et la recapture de Ca2+ par le RS (Beca
et al., 2013 ; Ahmad et al., 2015) (Figure 1). En IC,
l’activité de la SERCA2 est diminuée et le PLB est
déphosphorylé, conduisant à l’idée qu’une inhibition
sélective de la PDE3A1 associée au complexe PLB-
SERCA2 pourrait améliorer les performances contrac-
tiles et constituer une thérapie dans l’IC (Movsesian,
2015). Toutefois, les inhibiteurs actuels de PDE3 sont
peu sélectifs des PDE3A et PDE3B, dont les do-
maines catalytiques sont similaires, et ne distinguent
pas les isoformes de PDE3A, dont les domaines ca-
talytiques sont identiques. Il a été montré récemment
que la phosphorylation de la PDE3A1 régule son in-
teraction avec SERCA2 (Ahmad et al., 2015). Le ci-
blage de ce mécanisme pourrait donc constituer une
piste pour augmenter sélectivement la contractilité en
empêchant l’incorporation de la PDE3A1 au complexe
PLB-SERCA2, et ceci pourrait s’avérer moins délétère
qu’une inhibition globale de l’activité PDE3.

La seconde famille de PDE impliquée de façon ma-
jeure dans la dégradation de l’AMPc dans le cœur
est la famille des PDE4. Quatre gènes (Pde4a-d)
codent pour les PDE4 chez les mammifères et ces en-
zymes dégradent sélectivement l’AMPc. La plupart
des connaissances actuelles pour le cœur concernent
les produits du gène Pde4d. En particulier, l’invali-
dation de ce gène provoque une cardiomyopathie di-
latée chez la souris âgée, associée à des tachycardies
ventriculaires à l’exercice liées à une hyperphospho-
rylation des RyR2 et une fuite de Ca2+ diastolique
(Lehnart et al., 2005). Les isoformes de PDE4D sont
localisées dans divers compartiments du cardiomyo-
cyte. Par exemple, la PDE4D3 est trouvée à la mem-
brane périnucléaire, au sein d’un complexe multi-
protéique organisé par la protéine d’ancrage de PKA,
mAKAP, et comprenant le facteur d’échange Epac1
et la kinase ERK5 impliqués dans la régulation de
l’hypertrophie cardiaque (Dodge-Kafka et al., 2005 ;
Kritzer et al., 2014). Cette isoforme est également
présente au niveau du sarcolemme, où elle s’associe
via une autre AKAP appelée Yotiao avec les canaux
potassiques lents à rectification retardée (Terrenoire
et al., 2009). Enfin, elle est localisée aux myofilaments,
en association avec une autre protéine d’ancrage, la
myomégaline (Verde et al., 2001). Par ailleurs, il
est également décrit que des isoformes distinctes de
PDE4D interagissent avec les récepteurs β1-AR ou
β2-AR, soit directement, soit indirectement via la

β-arrestine (Baillie et al., 2003 ; Richter et al., 2008 ;
De Arcangelis et al., 2009 ; Berthouze-Duquesnes
et al., 2013 ; Richter et al., 2013). Finalement, comme
PDE3A, PDE4D est également trouvée au sein du
complexe PLB/SERCA2 et participe à la régulation
de l’activité de la pompe calcique dans le cœur de
souris (Beca et al., 2011) (Figure 1).

Un rôle pour PDE4B a émergé récemment quand
cette isoforme a été identifiée comme une PDE as-
sociée à la sous-unité principale α1C des canaux cal-
ciques de type L du sarcolemme (LTCC), et comme
la PDE majeure régulant le courant calcique de type
L (ICa,L) lors d’une stimulation β-AR chez la souris
(Figure 1). Chez les souris déficientes en PDE4B, on
observe, comme chez celles déficientes en PDE4D, une
susceptibilité accrue aux arythmies ventriculaires lors
d’une stimulation aux catécholamines, qui pourrait
être liée à un influx plus important de Ca2+ à travers
les LTCC (Leroy et al., 2011). Alors que la phospho-
rylation des RyR2 par PKA ne semblait pas modifiée
dans les cœurs de souris adultes déficientes en PDE4B
(Leroy et al., 2011), une étude récente indique que
cette phosphorylation est augmentée dans des myo-
cytes néonataux dépourvus de PDE4B (Mika et al.,
2014), suggérant qu’une altération de la régulation
des RyR2 pourrait participer aux troubles du rythme.
Dans une autre étude menée sur les myocytes ventricu-
laires de rat, nous avons montré que sous stimulation
β-AR, l’inhibition de la PDE4 (ainsi que celle de la
PDE3) exerce des effets inotropes positifs en augmen-
tant l’activité de la PKA, mais conduit à des vagues
calciques spontanées via PKA et la kinase activée par
le complexe Ca2+-calmoduline de type II (CaMKII).
Ces vagues calciques spontanées peuvent donner lieu
à des dépolarisations de la membrane plasmique sus-
ceptibles de déclencher des arythmies. Ces résultats
suggèrent que l’utilisation combinée d’inhibiteurs de
CaMKII et d’inhibiteurs de PDE pourrait limiter les
effets pro-arhythmiques des inhibiteurs de PDE tout
en préservant leur effet inotrope positif (Bobin et al.,
2016).

Comme indiqué plus haut, la phosphorylation de
certaines isoformes de PDE3 et PDE4 par PKA active
ces enzymes, et ceci constitue une puissante boucle de
régulation négative des taux d’AMPc dans les cardio-
myocytes (Rochais et al., 2004). Ce type de régulation
est facilité par une proximité spatiale de la PKA et des
PDE rassemblées par la mAKAP (Dodge-Kafka et al.,
2005) ou par la phosphatidylinositol-4 5-bisphosphate
3-kinase γ (PI3Kγ). En effet, cette dernière, outre sa
fonction kinase, est également une AKAP qui lie PKA
et les isoformes PDE3B, PDE4A et PDE4B, facilitant
ainsi la phosphorylation de ces dernières par la PKA
(Ghigo et al., 2012).

Bien que ces études démontrent clairement le rôle
majeur des PDE4 dans la régulation β-AR chez le
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rongeur, cette famille contribue moins à la régulation
de la contractilité cardiaque chez l’Homme, où la
PDE3 prédomine (Molenaar et al., 2013). Toutefois,
dans des fibres atriales humaines, l’inhibition de la
PDE3, mais aussi de la PDE4, potentialise l’effet
pro-arythmique d’une stimulation β-AR, et l’activité
PDE4 tend à diminuer dans les oreillettes de pa-
tients en fibrillation atriale (Molina et al., 2012). La
compréhension du rôle des PDE4 chez l’homme est
également importante pour comprendre l’effet pro-
arythmique des inhibiteurs de PDE3 puisque ces com-
posés sont susceptibles d’inhiber également la PDE4
dans des préparations cardiaques (Bethke et al., 1992 ;
Shakur et al., 2002).

Dans l’hypertrophie et l’insuffisance cardiaque, il
existe des modifications importantes d’expression et
d’activité des PDE3 et PDE4. Dans un modèle d’hy-
pertrophie pathologique induit par surcharge de pres-
sion chez le rat, nous avons mis en évidence une baisse
d’expression et d’activité des PDE3A, PDE4A et
PDE4B, associée à une diminution de la régulation de
l’AMPc subsarcolemmal par ces enzymes (Abi-Gerges
et al., 2009). En revanche, dans un modèle d’installa-
tion d’hypertrophie cardiaque induite par l’angioten-
sine II, on observe une augmentation d’activité PDE4
accompagnée d’une augmentation d’expression de la
PDE4A de 69-kDa et d’une diminution d’expression
des PDE4D de 52- et 76-kDa (Mokni et al., 2010).
Ces résultats suggèrent que les niveaux d’expression
des isoformes de PDE3 et PDE4 sont régulés de façon
spécifique selon le type de stimulus utilisé pour induire
l’hypertrophie cardiaque et le stade de la pathologie.
Alors qu’une augmentation des PDE peut participer
au phénomène de désensibilisation de la voie β-AR,
leur diminution pourrait représenter un mécanisme
compensateur visant à restaurer les niveaux d’AMPc
et l’inotropisme. Toutefois, une diminution des PDE
altère également le degré de confinement de l’AMPc,
ce qui pourrait conduire à l’activation illégitime ou ex-
cessive de certains �� pools �� de PKA ou des facteurs
d’échanges Epac, et favoriser ainsi le remodelage pa-
thologique et les troubles du rythme cardiaque. Cette
hypothèse est étayée par les résultats d’une étude
montrant qu’une isoforme particulière de PDE4D, la
PDE4D5, régule l’activation d’Epac1 et le programme
hypertrophique lors d’une stimulation des récepteurs
β2-AR (Berthouze-Duquesnes et al., 2013). Dans une
étude récente, la régulation locale de l’AMPc à proxi-
mité de la SERCA2 a été comparée à celle de l’AMPc
cytoplasmique global. Pour cela, les auteurs ont uti-
lisé des modèles de souris transgéniques surexprimant
un biosenseur AMPc basé sur le transfert d’énergie
de fluorescence par résonance (FRET) dans les myo-
cytes cardiaques. Dans l’un des modèles, le biosenseur
n’est pas adressé et se localise dans le cytoplasme,
tandis que dans l’autre ce biosenseur est fusionné au

phospholamban (PLB) ce qui permet sa localisation
au voisinage de la SERCA2 (Sprenger et al., 2015).
En accord avec leur localisation connue au complexe
PLB-SERCA2, les résultats montrent que la PDE3
et la PDE4 régulent l’AMPc dans ce microdomaine.
De façon intéressante, au cours de l’hypertrophie car-
diaque et aux premiers stades de l’IC, on observe des
modifications des PDE régulant ce �� pool �� d’AMPc,
avec une diminution de la participation de PDE4
et l’apparition d’une régulation par PDE2 (Sprenger
et al., 2015). Ces résultats suggèrent qu’une redistri-
bution des PDE dans des microcompartiments dis-
crets des cardiomyocytes accompagne le remodelage
hypertrophique.

Les PDE3 et PDE4 constituent également les PDE
majeures dégradant l’AMPc dans les CMLV (Zhai
et al., 2012), et leur expression est également modifiée
dans les aortes de rat en IC (Hubert et al., 2014). De
plus, la dysfonction endothéliale observée dans l’IC
provoque une augmentation constitutive de l’activité
de la PDE3 dans les CMLV de la média. En effet, la
diminution du NO produit par l’endothélium entrâıne
une diminution du niveau de GMPc dans les CMLV,
levant l’inhibition tonique exercée par celui-ci sur la
PDE3 en conditions normales. Cette augmentation de
l’activité de PDE3 prévient la relaxation induite par
stimulation des β-AR ou par inhibition de la PDE4.
Ces résultats suggèrent qu’une inhibition de la PDE3
permettrait de restaurer une vasorelaxation normale
dans l’IC (Hubert et al., 2014).

La PDE2 dégrade à la fois l’AMPc et le GMPc
et représente une part mineure de l’activité d’hydro-
lyse de l’AMPc dans le cœur normal, mais son activité
envers l’AMPc est stimulée d’un facteur 5 à 30 par le
GMPc, et ce mécanisme est responsable d’une inhi-
bition de ICa,L dans différentes espèces animales dont
l’Homme (Fischmeister et al., 2005). Par la suite, des
mesures utilisant des biosenseurs FRET pour l’AMPc
dans les cardiomyocytes de rat néonatal ont montré
que l’activation des β3-AR active la PDE2 et dimi-
nue le niveau d’AMPc, s’opposant ainsi aux effets
d’une stimulation β-AR (Mongillo et al., 2005). Alors
que l’expression des PDE3 et PDE4 est généralement
diminuée dans l’hypertrophie pathologique et l’IC
(Ding et al., 2005 ; Osadchii, 2007 ; Abi-Gerges et al.,
2009), nous avons trouvé récemment que la PDE2 est
augmentée dans des modèles animaux d’IC et chez
les patients en IC (Mehel et al., 2013). L’inhibition
de la PDE2 restaure partiellement la sensibilité aux
catécholamines dans les myocytes issus de cœurs ex-
posés chroniquement à l’isoprénaline, suggérant que
l’augmentation de la PDE2 constitue un mécanisme
protecteur contre une stimulation β-AR excessive.
Toutefois, selon une autre étude récente, la PDE2
exercerait un effet pro-hypertrophique en limitant la
phosphorylation de NFAT par la PKA (Zoccarato
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et al., 2015). D’autres études sont nécessaires afin de
mieux comprendre le rôle de la PDE2 en IC.

Comme la PDE2, la PDE1 et la PDE5 sont
augmentées en hypertrophie et en IC (Vandeput
et al., 2007 ; Miller et al., 2009 ; Pokreisz et al., 2009).
Étant donné que la PDE1 et la PDE5 dégradent
préférentiellement (PDE1A) ou spécifiquement
(PDE5) le GMPc, leur augmentation en IC doit
être considérée comme inadaptée. En effet, des
souris surexprimant la PDE5 au niveau cardiaque
développent un remodelage cardiaque plus sévère
après un infarctus du myocarde (Pokreisz et al.,
2009), alors que l’inhibition pharmacologique de
PDE1 (Miller et al., 2009) ou de PDE5 (Takimoto
et al., 2005) réduit l’hypertrophie et améliore la
réponse cardiaque à une surcharge de pression ou
de volume. De nombreuses études chez l’animal ont
montré que les inhibiteurs de PDE5 ont des effets
bénéfiques dans plusieurs contextes pathologiques :
ischémie-reperfusion, cardiotoxicité induite par la
doxorubicine, diabète, et myopathie de Duchenne
(Das et al., 2015). Néanmoins, l’expression de la
PDE5 dans le cœur fait l’objet d’une controverse,
suggérant que certains effets bénéfiques des inhibi-
teurs de PDE5 impliqueraient d’autres mécanismes
incluant l’inhibition de la PDE1 (Lukowski et al.,
2014 ; Degen et al., 2015). Chez des patients en IC
à fraction d’éjection abaissée, le sildenafil diminue
la pression pulmonaire vasculaire et augmente le
pic de la consommation d’oxygène ainsi que l’index
cardiaque (Lewis et al., 2007). Le sildenafil améliore
également la fonction diastolique gauche et le sta-
tut clinique des patients avec une IC systolique
(Guazzi et al., 2011a) et améliore la cardiomyopathie
diabétique (Giannetta et al., 2012). Toutefois, malgré
des résultats encourageants dans un essai clinique
initial monocentrique (Guazzi et al., 2011b), un
traitement chronique au sildenafil n’a pas révélé
de bénéfice chez des patients en IC avec fraction
d’éjection préservée dans un essai multi-centrique
plus large (Redfield et al., 2013). D’autres essais cli-
niques sont actuellement en cours avec les inhibiteurs
de PDE5, notamment afin de comparer l’efficacité du
tadalafil dans la cardiomyopathie diabétique chez les
hommes et les femmes (NCT01803828).

Il a récemment été proposé que deux autres
PDE participent à la dégradation du GMPc dans le
cœur. Des expériences menées dans des cardiomyo-
cytes murins exprimant un biosenseur FRET permet-
tant de mesurer les taux intracellulaires de GMPc
suggèrent que la PDE3, classiquement considérée
comme dégradant préférentiellement l’AMPc, pour-
rait aussi être importante pour le contrôle des ni-
veaux de GMPc (Gotz et al., 2014). De plus, une
étude récente suggère que la PDE9, qui dégrade
spécifiquement le GMPc, est exprimée dans le cœur

et que son expression est augmentée dans l’hypertro-
phie et l’IC (Lee et al., 2015). L’invalidation du gène
codant pour PDE9 ou son inhibition pharmacologique
protègent le cœur du remodelage pathologique induit
par une surcharge de pression. À la différence de la
PDE5, qui contrôle un �� pool �� de GMPc dépendant
de la NOS et de la GCs (Castro et al., 2006 ; Takimoto
et al., 2007), la PDE9 dégrade le �� pool �� de GMPc
contrôlé par la GCp en réponse aux peptides na-
triurétiques (Lee et al., 2015). Etant donné que les
peptides natriurétiques sont augmentés dans l’IC,
alors que l’activité NOS est diminuée, l’effet d’une in-
hibition de PDE9 pourrait s’avérer plus efficace qu’une
inhibition de PDE5. Nous avions montré auparavant
que la PDE2 joue également un rôle critique dans la
dégradation de ce �� pool �� sous-membranaire de GMPc
produit par la GCp dans les cardiomyocytes (Castro
et al., 2006), soulevant la question du rôle respectif
de PDE2 et PDE9 dans la signalisation des peptides
natriurétiques dans le cœur.

Ischémie/reperfusion

La manipulation de l’activité PDE peut également
s’avérer protectrice dans le contexte de l’ischémie-
reperfusion (IR). En effet, les inhibiteurs de PDE5
réduisent la taille de l’infarctus chez le lapin et la sou-
ris. Ils réduisent également la mort cellulaire dans des
cardiomyocytes isolés, suggérant qu’une part de ces
effets est indépendante de la vasodilatation. Plusieurs
mécanismes semblent impliqués dans ces effets, com-
prenant l’activation de la voie NO/GMPc/PKG et
l’activation des canaux potassiques KATP et KCa2+

mitochondriaux (Das et al., 2015). Les inhibiteurs
de PDE3 réduisent également la taille de l’infarctus
lorsqu’ils sont appliqués avant une ischémie soute-
nue, mimant ainsi la cardioprotection conférée par
un préconditionnement ischémique (Sanada et al.,
2001 ; Tosaka et al., 2007 ; Fukasawa et al., 2008).
Une étude récente utilisant des souris déficientes pour
la PDE3A ou la PDE3B suggère fortement que la
PDE3B est la cible des inhibiteurs de PDE3 impliquée
dans la cardioprotection. En effet, les souris déficientes
en PDE3B, mais pas celles déficientes pour PDE3A,
sont protégées des dommages induits par l’ischémie-
reperfusion. Cette protection semble impliquer entre
autres l’ouverture de canaux KCa2+ mitochondriaux
par la voie AMPc/PKA (Chung et al., 2015). De
façon surprenante par rapport à l’effet cardioprotec-
teur des inhibiteurs de PDE3 mentionné plus haut,
des souris avec une surexpression spécifique cardiaque
de la PDE3A1 sont protégées en IR. En plus de
réguler la SERCA2, la PDE3A1 agit également comme
un régulateur négatif de l’apoptose des cardiomyo-
cytes, en contrôlant l’expression du répresseur trans-
criptionnel pro-apoptotique, ICER (inducible-cAMP



134 Société de Biologie de Paris

early repressor) (Yan et al., 2007). L’inhibition de ce
mécanisme chez les souris surexprimant la PDE3A1
dans le cœur est associé à la cardioprotection en
IR (Oikawa et al., 2013). Collectivement, ces études
suggèrent que la PDE3A et la PDE3B jouent un rôle
opposé lors de l’IR, différence qui pourrait être liée
à leur localisation et au contrôle de microdomaines
différents d’AMPc dans les cardiomyocytes (Chung
et al., 2015).

Conclusions

Les PDE furent découvertes peu de temps après
l’AMPc par le groupe de Sutherland, il y a plus
de cinquante ans. Depuis, la diversité et la com-
plexité de cette superfamille d’enzymes ont été mises
en évidence, et leur rôle critique dans le système
cardiovasculaire a été démontré. Les effets secon-
daires indésirables des inhibiteurs de PDE3 (aug-
mentation de la mortalité dans l’IC en chronique)
et de PDE4 (nausées, vomissements) expliquent que
leur utilisation actuelle soit limitée au traitement de
l’IC aiguë et de la bronchopathie pulmonaire chro-
nique obstructive. Une meilleure compréhension de la
biologie des PDE permet d’envisager une manipula-
tion plus ciblée de leur activité. En effet, même si
le développement d’inhibiteurs sélectifs d’isoformes de
PDE au sein d’une même famille reste difficile compte
tenu du fort degré d’homologie de leurs domaines ca-
talytiques, la connaissance des partenaires protéiques
des PDE et des mécanismes régulant leur localisa-
tion permettent d’envisager l’utilisation de petites
molécules ou de peptides capables de déplacer ces en-
zymes de leur site d’action, avec potentiellement moins
d’effets secondaires que l’inhibition globale d’une fa-
mille donnée. Par exemple, des peptides ciblant l’in-
teraction de la PDE4 avec la protéine de choc ther-
mique HSP20 augmentent la phosphorylation de cette
dernière par la PKA et inhibent l’hypertrophie car-
diaque (Sin et al., 2011 ; Martin et al., 2014). Une
autre stratégie intéressante est le développement d’in-
hibiteurs allostériques des PDE, par exemple ciblant
le domaine GAF de la PDE5 pour bloquer l’activation
de l’enzyme sans inhiber son activité basale (Schultz
et al., 2011) ou encore l’exploitation de différences de
séquence situées en dehors du site catalytique afin
d’inhiber sélectivement une isoforme dans le cas des
PDE4B et PDE4D (Burgin et al., 2010 ; Fox et al.,
2014). Enfin, au lieu d’inhiber ces mécanismes d’ac-
tivation allostériques, il pourrait s’avérer intéressant
dans certaines situations de les augmenter : des pe-
tites molécules activatrices de PDE pourraient en effet
s’avérer utiles pour corriger les effets délétères d’une
activation excessive de catécholamines dans l’IC.
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Title: Differential regulation of cytoplasmic and nuclear PKA activity by β1- and β2-ARs in adult rat ventricular 

myocytes 

Keywords: β-adrenoceptor, cAMP, PKA, AKAP, Compartmentation, Phosphodiesterase 

Abstract: In the heart, acute activation of the cAMP/PKA pathway upon stimulation of β-adrenoceptors (β-ARs), 

plays a fundamental role in the regulation of cardiac function, whereas chronic activation of this pathway is 

deleterious, as it is responsible for cardiac arrhythmias and hypertrophic remodeling of the heart. In cardiac 

myocytes, there are mainly two subtypes of β-ARs: β1- and β2-ARs, which exert different effects on cardiac 

function. 

In the first part of my thesis, my work was focused on understanding the role of β1- and β2-ARs in the differential 

regulation of cytoplasmic and nuclear PKA activity. Hence, I have showed that unlike β1-ARs which have the 

capacity to induce the activation of PKA in the cytoplasm and the nucleus, β2-ARs induce the activation of PKA 

only in the cytoplasmic compartment, regardless of their ability to induce an increase in cAMP in the nuclei. 

Consistently, β1- but not β2-ARs were able to induce the activation of the pro-apoptotic factor regulated by PKA, 

ICER. The second aim of my thesis was to decipher the different mechanisms involved in the inability of β2-ARs 

to activate PKA in the nucleus. I concentrated my efforts on investigating the role of the localization of β2-ARs in 

caveolae, their coupling to Gi proteins, their desensitization by GRK2 as well as the hydrolysis of cAMP by PDE3 

and 4 in the regulation of β2-AR-induced cytoplasmic PKA activity. My results point to PDE4 as a central regulator 

which limits the activation of the PKA holoenzyme pool involved in the nuclear PKA responses. My results also 

show that mAKAP is a key component of nuclear PKA signaling induced by β2-ARs and to a lesser extent by β1-

ARs. In the last part of my thesis, I have studied the remodeling of nuclear PKA signaling induced by β1- and β2-

ARs that occurs during heart failure. I showed that, besides a decrease in β1-AR-induced nuclear PKA signaling, 

there is a de novo β2-AR-induced nuclear PKA signaling in cardiomyocytes from rat with heart failure. 

In conclusion, this work uncovers a new difference in PKA signaling between β1- and β2-ARs at the nuclear 

compartment of adult rat cardiomyocytes and underlines the importance of PDE4 and mAKAP in the regulation of 

β2-AR-induced nuclear PKA signaling. 

 

Titre : Régulation différentielle de l’activité PKA cytoplasmique et nucléaire par les récepteurs β1- et β2-ARs dans 

les cardiomyocytes ventriculaires de rat adulte 

Mots clés : Récepteur β-adrénergique, AMPc, PKA, AKAP, Compartimentation, Phosphodiestérase 

Résumé : Dans le cœur, l’activation aiguë de la voie AMPc/PKA via la stimulation des récepteurs β-adrénergiques 

(β-ARs) permet de réguler la contraction cardiaque alors que l’activation chronique de cette voie est délétère, car 

elle est source de survenue d’arythmies cardiaques et de remodelage hypertrophique du cœur. Au niveau des 

cardiomyocytes, Il existe principalement deux sous-types de récepteurs β-ARs ; β1- et β2-ARs, qui exercent des 

effets différents sur la fonction cardiaque. 

Dans une première partie de ma thèse, je me suis intéressé à l’étude du rôle des récepteurs β1- et β2-ARs dans la 

régulation différentielle de l’activité PKA cytoplasmique et nucléaire. J’ai ainsi pu montrer que contrairement aux 

récepteurs β1-ARs qui ont la capacité d’activer la PKA au niveau du cytoplasme et aux noyaux, les récepteurs β2-

ARs activent la PKA uniquement au niveau du cytoplasme, et ce indépendamment de la capacité des récepteurs β2-

ARs à induire une augmentation des niveaux d’AMPc dans les noyaux. En accord avec ces résultats, les récepteurs 

β1- mais pas β2-ARs activent le facteur pro-apoptotique régulé par la PKA, ICER. Dans une seconde partie de ma 

thèse, je me suis intéressé aux différents mécanismes responsables de l’incapacité des récepteurs β2-ARs à activer 

la PKA au niveau des noyaux. Mes résultats soulignent le rôle de la localisation des récepteurs β2-ARs au niveau 

des cavéoles, leurs couplage aux protéines Gi, leurs désensibilisation par la GRK2 ainsi que la dégradation de 

l’AMPc généré par ces récepteurs par la PDE3 et 4 dans la régulation de la signalisation PKA cytoplasmique et 

pointent vers la PDE4 comme un régulateur central permettant de limiter l’activation de la PKA holoenzyme 

responsable des réponses PKA nucléaires. Mes résultats montrent également que la mAKAP est un élément clé dans 

la transduction de la signalisation PKA nucléaire induite par les récepteurs β2-ARs et à un moindre degré, les 

récepteurs β1-ARs. Dans la dernière partie de ma thèse, j’ai étudié le remodelage de la signalisation PKA nucléaire 

induite par les récepteurs β1- et β2-ARs au cours de l’insuffisance cardiaque. J’ai ainsi pu montrer qu’en plus de la 

diminution de la signalisation PKA nucléaire induite par les récepteurs β1-ARs, il existe une signalisation PKA 

nucléaire de novo induite par les récepteurs β2-ARs dans les cardiomyocytes de rat adulte insuffisants. 

En conclusion, ce travail a mis à jour une nouvelle différence entre les récepteurs β1- et β2-ARs dans la signalisation 

PKA au niveau des noyaux des cardiomyocytes de rat adultes, et souligne le rôle important de la PDE4 et de la 

mAKAP dans la régulation de la signalisation PKA nucléaire induite par les récepteurs β2-ARs. 
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