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Résumé

Au cours des maladies cardiovasculaires (MCV), il peut se produire divers
problémes de santé, telle que I’insuffisance cardiaque ou encore I’HTA. Ces
phénoménes se caractérisent, entre autres, par une augmentation de synthése
d’endotheline-1 (ET-1), un neuropeptide synthétis¢ par les cellules endothéliales
ayant un effet vasoconstricteur sur les cellules musculaires lisses vasculaires
(CMLV). Ainsi, la surexpression de ce vasopeptide, meéne a terme, au maintien de
I’HTA aggravée des sujets, précédée ou concomitante a 1’athérosclérose ou a la
resténose, cliniquement illustrées par une prolifération et une migration anormale des
CMLV de la media vers I’intima des vaisseaux sanguins. Parallélement, il a été
observé que la protéine sirtuine-1 (Sirt-1), membre de la famille des protéines
histones déacétylases (HDAC), présente des propriétés anti-athérosclérotiques par sa
capacité d’atténuer la prolifération et la migration des CMLV. Des travaux récents
ont aussi montré qu’au cours de I’HTA la protéine Sirt-1 est faiblement exprimée
dans les CMLV. Son implication dans le développement des pathologies vasculaires
semble apparente, mais des études demeurent nécessaires pour décrire son role exact
dans la pathogenése des MCV. Dans cette optique, ’objectif de cette étude a ¢été
d’observer la variation d’expression de Sirt-1 dans les CMLV, isolées de 1’aorte
ascendante de rat, en réponse a ’ET-1. On a remarqué qu’une heure de stimulation
des CMLV avec I’ET-1 induit une diminution de I’expression de Sirt-1 via
I’activation des récepteurs ETa. Ces résultats suggerent que la capacit¢ d’ET-1 a
atténuer I’expression de Sirt-1 serait un éventuel mécanisme d’action avec des effets

favorisant les MCV.

Mots-clés : Maladies cardiovasculaires, Endothéline-1, Cellules vasculaires des

muscles lisses, Hypertension artérielle, Histone déacétylase, Sirtuine-1.
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Abstract

Cardiovascular diseases (CVD) are associated with several vascular
dysfunctions such as heart failure and hypertension. These phenomena cause
increased synthesis of endothelin-1 (ET-1), a neuropeptide, synthesized by
endothelial cells which has vasoconstrictor action on vascular smooth muscle cells
(VSMC). Overexpression of this vasopeptide leads eventually to hypertension
(HTA). This wusually happen after atherosclerosis or restenosis, leading to
proliferation and migration of VSMC from media to intima. It was shown that during
atherosclerosis, the protein sirtuin-1 (Sirt-1), a member of protein histone
deacetylases (HDAC), has an anti-atherosclerotic effect due to its ability to diminish
proliferation and migration of VSMC. It has also been observed that during
hypertension, Sirt-1 was poorly expressed in VSMC. Its role in vascular
pathophysiology remains sparsely studied, therefore it’s essential to explore it. In the
present study we investigated the expression of Sirt-1 in VSMC isolated from the
ascending aorta of rats, in response to ET-1 stimulation. We observed that Sirt-1
expression decreases after 1 hour of stimulation by ET-1 via ETa receptors. In
summary, these results suggest that the ability of ET-1 to attenuate Sirt-1 expression

in VSMC, may be a potential mechanism for promoting CVD.

Keywords: Cardiovascular diseases, Endothelin-1, Vascular smooth muscle

cell, Hypertension, histone deacetylase, Sirtuin-1.
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CHAPITRE 1:
INTRODUCTION



1.1 Maladies cardiovasculaires et implications des vasopeptides

Les maladies cardiovasculaires (MCV) représentent la premiére cause de
mortalit¢é mondiale, et elles sont a I’origine de dix-sept millions de décés par année,
soit & peu pres 30% de la totalité des déces a travers le monde [1]. Ce chiffre devrait
étre plus important dans les années a venir, en particulier a cause des habitudes de la
population qui tend a étre de plus en plus sédentaire, avec une alimentation beaucoup
trop riche (en sucres, gras et sel), inappropriée a leurs besoins, et qui sont des risques
de développement de 1’obésité¢, du diabete de type II et des MCV. Ces MCV,
notamment [’hypertension artérielle (HTA), I’athérosclérose ou [I’insuffisance
cardiaque, sont de nos jours, parmi les pathologies les plus présentes dans les pays

développés.

L’un des principaux facteurs de risque physiologique des MCV est en effet
I’HTA qui est définie par la persistance d’une pression artérielle anormalement élevée
[2]. En effet, la pression artérielle est la mesure de la force exercée par le sang sur les
parois des arteres. Il existe toutefois deux types d’HTA: essentielle et secondaire.
L HTA essentielle, également dite primaire, est de cause inconnue. Elle est associée a
une diminution de la compliance vasculaire ainsi qu'a un élargissement des parois
artérielles. Elle est généralement liée a une athérosclérose ou resténose. L’HTA
secondaire est causée généralement par une dérégulation de sécrétion de la glande

surrénale et des reins, phénomenes associés a des troubles connus tel que le syndrome



de Cushing (hyperplasie bilatérale qui entraine une synthése plus grande de cortisol)
[2]. L’HTA secondaire, qui survient aprés certaines maladies détectables, peut étre
réversible si les problémes sont traités, contrairement a I’HTA primaire qui n’a pas de
cause réellement définie. L’HTA est I'un des plus importants facteurs de risque de
MCYV, elle entraine des anomalies structurales de la paroi des artéres qui irriguent le
cerveau, le ceeur, divers organes et tout le systéme cardiovasculaire, en augmentant le

risque d’accident vasculaire cérébral, d’insuffisance rénale chronique et d’infarctus.

D’un point de vue moléculaire, les MCV se caractérisent par une
concentration ¢levée de facteurs tels que les peptides vasoactifs a effets
vasoconstricteurs et mitogénes, impliqués dans la régulation de I’homéostasie
cardiovasculaire avec également un réle important au niveau cellulaire. Ils ont en
effet la capacité d’activer diverses voies de signalisation intracellulaires (fig.1.4) qui
peuvent mener a une perturbation globale du systéme cardiovasculaire. Parmi ces
facteurs, trois sont fortement impliqués dans les mécanismes de contrdle
physiologique cardiovasculaire : les peptides vasoconstricteurs que sont
I’endothéline-1 (ET-1) et I’angiotensine II (Ang II), et I’Insuline like growth factor
(IGF-1); ils exercent un role dans la régulation du tonus vasculaire ainsi que de la

pression sanguine par une action directe sur la paroi vasculaire.

D’un point de vue structural, la paroi vasculaire est essentiellement composée

de trois couches qui contribuent a I’équilibre et au maintien de la pression sanguine

[3]:



e L’intima, couche interne de la paroi artérielle, contenant les cellules
endothéliales reposant sur du tissu conjonctif séparé de la media par une

limitante élastique;

e La media est quant a elle la couche moyenne de la paroi artérielle comportant
de I’¢lastine et du collagéne, mais aussi les cellules musculaires lisses

vasculaires (CMLV) qui permettent la vasoconstriction;

e [’adventice, ou couche externe de la paroi artérielle, est essentiellement
composée de tissus conjonctifs et de fibres ¢élastiques mais aussi des vaisseaux

capillaires qui permettent la vascularisation des parois artérielles.

Au cours de 1’obésité, entre autres désordres métaboliques, la paroi vasculaire
est le siege de plusieurs évenements athérosclérotiques qui conduisent aux dommages
vasculaires. Parmi ces événements, on observe une accumulation de plaques
adipeuses, une sécrétion accrue de facteurs pro-inflammatoires et pro-adhésifs, une
prolifération et une migration plus grande des cellules inflammatoires et vasculaires
[4]. Ceci conduit a la formation d’athéromes a 1’origine du rétrécissement de la
lumiere du vaisseau favorable a ’'HTA. Les plaques adipeuses imposent également
avec le temps un effort considérable au systeme cardiovasculaire, qui s’adapte aux
changements de pression, pour éventuellement s’affaiblir et ne plus étre en mesure de

maintenir une pression artérielle normale [5;6].



De plus lors d’un athérome ou d’une resténose, il se produit une synthése
anormalement élevée de peptides vasoconstricteurs qui aggravent les complications
vasculaires. Ces peptides, et surtout I’ET-1, dont I’expression est reliée a une
activation de la croissance, de la prolifération ainsi que de la migration des CMLV de
la media vers I’intima des vaisseaux, ce qui conduit a une modification de la structure
interne de la paroi des artéres au sein de laquelle I’intima est progressivement
remplacée par la néointima plus rigide et moins apte a s’adapter aux forces exercées

par les flux sanguins [7;8].

1.2 L’endothéline-1

1.2.1 Nature et propriétés de I’endothéline-1

L’ET-1, découverte par Yanagisawa et son équipe en 1988, est I'un des plus
puissants vasoconstricteurs découverts [9]. Elle possede aussi des propriétés
chimioattractantes et mitogenes [10]. L’ET-1 module ’homéostasie cardiovasculaire
en agissant sur la réabsorption du sel et de I’eau au niveau du rein, et aussi en
induisant une stimulation du systéme rénine-angiotensine ainsi que du systéme
nerveux sympathique. Dans la physiologie cardiovasculaire, I’ET-1 induit des effets
inotropes et chronotropes ainsi qu’une stimulation de la sécrétion d’ANP (Atrial
Natriuretique Peptide) au niveau du cceur [11;12]. L’ET joue également un rdle
important dans 1’hypertrophie, la migration et la prolifération des CMLV ce qui

contribue a remodeler la paroi des vaisseaux. Ainsi, diverses études associent I’ET a



différentes pathologies, et en particulier aux phénoménes d’HTA. L’une de ses
conséquences physiologiques est I’augmentation de la pression artérielle notamment
grice a une stimulation de la contraction des vaisseaux [13] via l'activation de
plusieurs voies de transduction du signal sur différents types cellulaires, tel que les
cellules du systéme vasculaire, du rein (mésangiales) ainsi que les cardiomyocytes

[14-16].

1.2.2 Conformation de I’endothéline

Les effets biologiques d’ET-1 passent principalement via les différents
récepteurs d’endothéline de type A (ETa) et récepteurs d‘endothéline de type B (ETg)
[17;18], ce qui activerait différentes voies de signalisation associées a 1’activation de
I’hypertrophie, de la migration et de la prolifération cellulaires dans divers types de
cellules, et particuliérement dans le tissu cardiaque, les cardiomyocytes et les CMLV
(fig 1.3) [14]. Ainsi, une surproduction du vasoconstricteur ET-1 est responsable de
divers dysfonctionnements dans le systtme cardiovasculaire, associé a une
augmentation du tonus musculaire, de la pression artérielle avec une variation de

I’épaisseur des parois des vaisseaux sanguins [19].

Il existe trois isoformes de la protéine d’ET (fig. 1.1), ET-1, ET-2 et ET-3, qui
ont une structure et une action physiologique différente [20]. Elles sont composées de
21 acides aminés codés par différents genes localisés sur trois chromosomes distincts.

Toutes les trois ont en commun, d’un point de vue structural deux ponts disulfures



(Cys!-Cys'S et Cys*-Cys!!) en partie N-terminale, de trois groupes polaires latéraux
chargés sur les résidus d'acides aminés 8-10 et une région hydrophobe en C-terminale
(résidus 16-21) contenant la chaine latérale aromatique indolique sur Trp?! (fig.1.1).
La partie C-terminale est la région qui permet la liaison au récepteur alors que la
partie N-terminale est celle qui détermine ’affinité du peptide pour son récepteur
[21]. Parmi les trois protéines d’ET, ET-1 est celle qui est la plus synthétisée et avec
une action biologique démontrée [22]. ET-2 contient deux substitutions d'acides
aminés (Trp®-Leu’) ainsi que 90% d'homologie de séquence avec I'ET-1. ET-3
contient six acides aminés substitués (Thr?, Phe*-Thr>-Tyr%-Lys’ et Tyr'%) et partage
70% d’homologie de séquence avec ET-1. La structure particuliére en boucle ainsi
que le domaine hydrophobe en C-terminale d’ET est essentiellement impliqué dans
’activité biologique de la molécule. Parmi les trois isopeptides d’ETs, ET-1 est celui

qui est le plus impliqué dans les vaisseaux sanguins [23].

1.2.3 Régulation de I’endothéline

La régulation de la production d’ET-1 se fait principalement au niveau
transcriptionnel ou différents facteurs peuvent influencer la synthése d’ET-1 (fig.1.3),
en contribuant a une augmentation ou a une diminution de syntheése d’acide
ribonucléique messager (ARNm) et de la préproendothéline (préproET) [24;25]. La
production d’ET-1 est alors activée par différents stimuli, tels que les hormones, les

facteurs de croissance, 1I’hypoxie, les forces de cisaillements, les lipoprotéines et les



radicaux libres. Alors qu’une augmentation intracellulaire du niveau de cyclic
guanosine monophosphate (¢cGMP), de 1’oxyde nitrique (NO), de I’ANP, de la
prostaglandine et de I’héparine sont connus pour inhiber la production d’ET-1

[26:27].

La stabilit¢ de ’ARNm d’ET-1 est un ¢élément clé lors de la régulation de sa
synthése. Ainsi, dans la région 5' de la séquence d’ADN, il existe des sites de liaison
pour les protéines d'activation et les facteurs nucléaires, qui interviennent
positivement dans la synthése de 'ARNm d’ET-1. La région 3' de 'ARNm contient
des séquences riches en adénine et uracile qui interviennent dans la déstabilisation
sélective du précurseur d’ET-1, ’ARNm de la préproET-1, ce qui explique la vie

biologique relativement courte avec un temps de demi vie de 15 min [28].

1.2.4 Site de génération de ’endothéline

Les cellules endothéliales sont les principaux sites de production d’ET-1 et
ces derni¢res produisent une grande quantit¢ d’ARNm préproET-1. D’autres cellules
sont également capables de produire ’ET-1, de manicre plus modeste, telle que les
reins, le cceur, le systeme nerveux central (SNC) et la neurohypophyse. Les cellules
aortiques musculaires lisses vasculaires humaines expriment également I'ARNm de
I'ET-1, bien que sa production soit environ 100 fois inférieure a celle des cellules
endothéliales. Des quantités limitées d’ET-2 sont produites dans les cellules

endothéliales, le cceur et les reins [29]. L’ET-3 semble étre exprimée dans le systéme



Endothelin-1

Endothelin-2

Endothelin-3

Figure 1.1 Structure moléculaire des trois isoformes d’endothéline.

L’ET est composée de 21 acides aminés formant une protéine repliée sur elle-méme
avec deux ponts disulfures entre les Cys1-Cysl5 et Cys3-Cysl1. Les acides aminés
en noir représentent les différences entre ’ET-2, ’ET-3 et ’ET-1. La partie C
terminal hydrophobe contenant le tryptophane, représente la région bioactive alors
que la partie N terminal détermine I’affinité de ’ET a son récepteur.

(Khimji AK : Cellular Signalling 22: 1615-1625, 2010).



endocrinien, le systéme nerveux gastro-intestinal et central, mais pas dans les cellules

endothéliales [30].

1.2.5 Syntheése de I’endothéline-1

L’ET-1 est produite dans différents tissus, mais principalement dans les
cellules endothéliales, sous forme d’une préproET-1 de 212 acides aminés [20]. La
transformation de celle-ci est faite par le clivage de 38 acides aminés par une
endopeptidase, ce qui permet de passer de la préproET-1 a la proET-1 (BigET-1). La
formation d’ET-1 immature en protéine active ET-1 requic¢re 1’action d’une des
multiples enzyme de conversion d’ET (ECE) qui sont présentes aussi bien dans les
cellules endothéliales que dans les CMLV [31]. L’ECE-1 active existe en quatre
variantes, ECE-1a, ECE-1b, ECE-1c et ECE-1d qui ont des rdles et une distribution
différente selon les tissus. L’ECE-1a et ’ECE-1b sont celles qui ont un role a jouer
dans la synthese d’ET-1 au niveau des cellules endothéliales. L’ECE-1a est exprimée
dans les cellules endothéliales via I’appareil de Golgi, et apparait comme la principale
enzyme responsable du processus de conversion de la proET-1 en ET-1. L’ECE-1b
est, quant a elle, exprimée dans des cellules avoisinantes tel que les CMLV, et est

ensuite transportée vers la membrane plasmique ou elle est en mesure d’agir [32;33].
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Figure 1.2 Régulation de la synthése d’ET-1: les voies de production, les
récepteurs ainsi que I’effet sur les cellules des muscles.

La synthese d’ET-1 est régulée par divers facteurs, les stimulateurs sont surlignés en
vert et les inhibiteurs en rouge. La synthése d’ET-1 débute avec la transcription de
préproET-1 qui est clivé par une endopéptidase pour former le précurseur proET-
1(Big ET-1). Big ET-1 est ensuite transformé en peptide mature par la
métalloprotéinase endothelin-converting enzyme-1 (ECE-1). Deux récepteurs d’ET
ont été identifiés, ETa que 1’on retrouve sur les CMLV, son activation permet une
vasoconstriction et prolifération cellulaire, alors que les récepteurs ETg se situent sur
les cellules endothéliales et les CMLV et conduisent principalement a une
vasodilatation. ANP, atrial natriuretic peptide; BNP, brain natriuretic peptide; CNP,
C-type natriuretic peptide; TGF-f, transforming growth factor B. (Remuzzi et al:
Nature Reviews Drug Discovery 1: 986-1001, 2002).
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TABLE 1. Factors That Influence ET-1 Secretion*

Stimulating factors Inhibiting factors
Vasoconstrictor Vasodilators
Angiotensin II Bradykinin
Vasopressin Nitric oxide
Norepinephrine Prostaglandins E, and T
Isoptostane 8-epi-prostaglandin Fm Adrenomedullin
Atnial and brain patriuretic peptides
Thrombogenic agents Asticoagulants
Thrombin Hepann
Hirudin
Cytokines and growth factors NA
Interleulan 1 and 3
Tumeor necrosts factor ot
GCSF
Interferon-gamma
Transforming growth factor
Endotoxin
Physicochemical factors Physicochemical factors
Mechanical strain High levels of shear stress (6 dyne/cor’)
Pressure without cell distortion NA
Hypoxia NA
Low levels of shear stress (<2 dyne/em”) NA
Hemodynamic pressure ovetload NA
Other factors Other factors
Insulin Nitrates
Serotonin Progesterone
Corticosteroids Estrogens
Exythropoietia PPAR-C
Oxidized low-density lipoproteins Calcium ionophores
Cyclosporine Monteulast
Platelet aggregation NA
Macrophage infiltration NA

Formation of atherosclerotic lesions NA

*ET-1 = endothelin 1; GCSF = granulocyte-macrophage colony-stinmlating factor; NA = not
applicable; PPAR-t = peroxisome proliferator-activated receptor-g.

Perez del Villar et al Maye Clin Proec. 80: 84-86, 2005,

Figure 1.3 Inhibiteurs et activateurs de la synthese d'ET-1.
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1.2.6 Concentration plasmatique et dégagement d’ET-1

La concentration plasmatique circulante d’ET-1 chez des personnes normales,
se situe entre 1 a 10 pmol/l [34], bien que les concentrations permettant les
contractions vasculaires soient plus élevées, puisque la concentration d’ET-1
circulante est trés inférieure a celle secrétée localement de fagon paracrine et
autocrine par les cellules endothéliales aux pdles basales vers 1’espace intercellulaire,
en contact direct avec les membranes cytoplasmiques des CMLV voisines [35].
Donc, la concentration plasmatique d’ET-1 refléte mal la quantité réellement produite
ainsi que la concentration d’ET-1 qui pourrait se situer entre les cellules endothéliales
et les CMLV puisqu’ET-1 a un temps de demi-vie trés court et est rapidement
¢liminée de la circulation par les NEP (neutral endopeptidase) et les cathepsines G
synthétisés par les cellules endothéliales [36;37], bien que le foie et les reins soient,

en majeur partie, responsable de I’élimination d’ET-1 [38].

1.2.7 Récepteurs a ’endothéline-1

La protéine ET-1 exerce son role en se liant et en activant trois types de
récepteurs, ETa, ETg et ETc. Ces récepteurs font partie de la famille des protéines
récepteurs couplées aux protéines G (GPCRs) [39]. Ces récepteurs sont caractéris€s
par leurs structures particulieres a 7 domaines hydrophobes transmembranaires, une
région N-terminale extracellulaire et une région C-terminale intracellulaire. L’ET-1

ainsi que ’ET-2 ont une affinité plus grande que I’ET-3 pour ces récepteurs, [17]. Les
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récepteurs ETa et ETg sont présents dans de nombreux tissus (cceur, rein, cerveau,
vaisseaux), en particuliers dans les CMLV et les cellules endothéliales [18;40], alors
que I’ETc est principalement situé¢ au niveau du cerveau dans I’hypophyse avec une

influence sur la synthése de prostaglandine [41].

1.3Activité biologique de I’endothéline-1

1.3.1 L’endothéline-1 dans la vasculature.

Jusqu’a présent, différents inhibiteurs des récepteurs d’ET-1 ont été
découverts, tel que 1’antagoniste d’ETa le pentapeptide BQ-123 et I’antagoniste
d’ETg, BQ788 [42]. Lors de la stimulation d’un des deux récepteurs des vaisseaux
sanguins, ETA/ETsg, il se produit une réponse physiologique précise en fonction de la
localisation de ces récepteurs sur les cellules et du type cellulaire. Par exemple,
lorsque ’ET-1 se lie aux récepteurs ETa et ETg situés sur les CMLV par une
stimulation paracrine, cela meéne a une vasoconstriction des vaisseaux, mais
également a une croissance, une prolifération et une migration cellulaire plus grandes
[43], alors que si ’ET-1 se fixe au récepteur ETg des cellules endothéliales par une
stimulation autocrine, ceci provoque une vasodilatation transitoire des vaisseaux qui
précede habituellement la vasoconstriction (fig.1.2). Cette vasodilatation est liée entre
autre a la phosphorylation de la protéine kinase B (PKB) induite par ET-1, ce qui
meéne a ’activation de I’oxyde nitrique synthase endothéliale (eNOS) dans les

cellules endothéliales et ce qui conduit entre autre a une inhibition de 1’apoptose, de
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la prolifération et de la migration cellulaire dii & une accélération de la sécrétion et du
largage de l’oxyde nitrique (NO) et de la prostacycline (PGI2), deux puissants
vasodilatateurs agissant sur les CMLV produits par les cellules endothéliales [44;45].
Le NO et le PGI2 ont également la possibilit¢ de limiter 1’action de I’ET-1 en
diminuant sa synthése et en favorisant son élimination dans un premier temps par
I’inhibition de I‘ECE-1 ou également avec la sécrétion par le cceur de I’ANP [46].
L’effet du NO dans la cellule se produit via 1’activation, au niveau des CMLV, de la
guanylate cyclase soluble (GCs), celle-ci a pour effet d’augmenter la formation de
c¢GMP a partir de GTP (guanosine triphosphate) [47]. Le cGMP va activer la protéine
kinase G (PKG) qui cause une forte diminution du calcium (Ca*") intracellulaire en
favorisant la recapture de celui-ci par le réticulum endoplasmique (RE) et en inhibant
les échangeurs Ca?"/K* des membranes [48]. L’un des réles du Ca®" est d’activer les
Myosine Light Chain Kinase (MLCK) qui phosphorylent les molécules de myosines
afin de permettre des contractions cellulaires. Ainsi, une chute de la concentration de
Ca?" va donc favoriser une relaxation au niveau des cellules musculaires et une

vasodilatation des vaisseaux [49].

Cependant, les CMLV ne sont pas les plus sensibles & ET-1. En effet les
parois vasculaires des artéres coronaires et rénales sont plus réceptives aux effets
vasoconstricteurs d’ET-1 que celles des CMLV [50]. De méme, les parois des artéres
mésentériques peuvent étre stimulées par les vasopeptides tel qu’ET-1. Ils existent

différentes réponses a la vasoconstriction, notamment chez les mésenteres ou les
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cellules cardiaques qui y sont plus sensibles ce qui peut étre liées a des quantités

variables des récepteurs ETa et ETg dans ces parois [51].

1.3.2 ET-1 dans le coeeur

Diverses ¢tudes ont démontré 1’importance qu’ET-1 pouvait jouer dans les
tissus du ceeur. En effet, la protéine d’ET-1 a un effet biologique inotropique positif
dans le cceur humain, entre autre en diminuant le pH via I’activation de I’échangeur
de sodium-proton (Na+/H+) et en favorisant I’augmentation du Ca?" intracellulaire.
Ce dernier effet est di a la libération massive d'ions Ca** stockés dans le réticulum
sarcoplasmique (RS) permettant la liaison des molécules de Ca?" avec les
myofilaments et donc la contraction musculaire [52]. Bien que ’ET-1 influence la
fonction cardiaque indirectement en induisant une vasoconstriction coronaire, 1’effet
sur le myocarde est plus large, puisque le contrdle des flux d’ions par I’ET-1 permet
également une prolongation de la durée du potentiel d’action. Cela qui lui attribue un
role important dans les cardiomyopathies, tel que la dyplasie ventriculaire droite
arythmogene liée a des perturbations ¢lectriques cardiaques, secondaires au
remplacement des cellules musculaires cardiaques par des cellules adipeuses [53].
Fait intéressant, aprés une insuffisance cardiaque, il se produit aussi une réponse
inotropique plus grande a cause d'une forte réaction a I'ET-1 [54]. En outre, 1l a été

démontré chez des rats que la modulation cardiaque qui survient suite a
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I’entrainement, est en partie le résultat d’une augmentation significative de la

concentration d’ET-1 dans le cceur [55].

1.3.3 Action de I'endothéline dans le rein

Griace a son action vasoconstrictrice, I’ET-1 a été considéré comme un
¢lément important dans la régulation du tonus vasculaire rénal. L’ET-1 permet la
vasoconstriction des artérioles afférentes et efférentes in vitro [56] et réduit également
le débit de filtration glomérulaire (DFG) [57]. 11 a été observé que les deux récepteurs
d’ET-1, ETa et ETg, sont impliqués dans ces effets [58]. Il est aussi important de
noter que la production des vasoconstricteurs tel que I’ET-1 peut se faire par diverses
cellules du rein [59]. L’ET-1 est principalement présente dans la zone médullaire, et
sa production par les cellules de cette région du corps humain est supérieure a celle
de n'importe qu’elle autre cellule [60]. La contribution d’ET-1, dans les fonctions
rénales, permet le maintien de 1’équilibre des concentrations ioniques et de 1’équilibre
physiologique des sujets sains puisque I’ET-1 au niveau de la médullaire favorise
l'excrétion de Na* et d'eau en induisant une diurése [61-63]. Ceci a été confirmé par
I’utilisation de souris transgéniques, KO pour I’ET-1 spécifiquement au tube
collecteur, ce qui a provoqué de I’hypertension, confirmant qu'ET-1 favorise
l'excrétion de Na* et d'eau [64], méme si cela a pu étre auparavant, mis en doute dans
d'autres études qui ont plutdt évoqué un faible role d'ET-1 dans 1’effet natriurétique

[65]. Plusieurs mécanismes potentiels ont aussi été¢ étudiés afin de comprendre
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comment I'ET-1 induit l'excrétion du Na* et d'eau, et les résultats d’études ont établi
quET-1 induit l'inhibition des pompes transmembranaires Na'/K™ dans le tube
proximal et collecteur [61], ainsi que I’inhibition des effets de 1’hormone
antidiurétique (ADH). En outre, il a également ét¢ démontré que 1'ET-1 bloque la
réabsorption de I'eau dans le tube collecteur via I’inhibition des effets de 'ADH [62].
Afin de comprendre les effets natriurétiques et diurétiques d’ET-1 sur les cellules du
rein, les chercheurs ont spécifiquement bloqué par des antagonistes des récepteurs
ETa et ETg, ce qui a permis de conclure que I’action se produit via ces récepteurs

[66].

1.3.4 Action de I'endothéline dans le systéme endocrinien

Il est largement admis qu’ET-1 stimule la sécrétion de plusieurs hormones
dans le corps humain incluant les hormones surrénales corticales et
médullosurrénales, ce qui améliore la libération de 1'aldostérone a partir de cellules
isolées de la zone glomérulée corticale [67], ainsi que de l'adrénaline a partir des
cellules chromaffines médullaires [68]. L’ET-1 stimule la production et la libération
de peptides tel que ’ANP par les myocytes auriculaires en culture in vitro et in vivo
[69]. Cependant, diverses études montrent qu'ET-1 a des effets contrastés sur le
systeme rénine-angiotensine. Il a été rapporté qu’ET-1 a un role inhibiteur sur la
libération de la rénine par les cellules de l'appareil juxta-glomérulaire rénal de rat

[70], malgré qu’ET-1 a ét¢ vu comme un élément important dans la stimulation de
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I'ECA endothéliale [71]. Il a été observé dans les cellules de Leydig de rat, que I’ET-
1 et PET-3, sont impliqués dans la libération de la testostérone en stimulant la
production de testostérone basale induite par la gonadotrophine, bien que les effets de
I'ET-3 ont ét¢é moins importants [72]. Dans le tissu adipeux, I’ET-1 inhibe
I’expression et la sécrétion de I’adiponectine [73]. De plus, une étude a démontré que
lors d’une résistance a l'insuline, I'ET-1 est capable d'augmenter la sécrétion d’IL-6
par les adipocytes ce qui constitue une étape critique pour la résistance a l'insuline

[74].

1.4 Role d'ET-1 dans les maladies cardiovasculaires

Dans les MCYV telles que I’HTA, l'athérosclérose, la maladie coronarienne,
I’insuffisance cardiaque, il est important de noter I’implication des vasoconstricteurs
et en particulier d’ET-1, a moduler une grande variété¢ des fonctions cellulaires qui a
terme contribuent indéniablement a ces physiopathologies et développe de ’'HTA

aussi bien essentielle que secondaire [75;76].

1.4.1 ET-1 dans les maladies cardiovasculaires

L’effet principal de I’ET-1 sur les CMLV permet de réguler le tonus
vasculaire. Ceci se produit en deux parties, dans un premier temps, cet effet est
vasodilatateur puis cette phase est suivie d’un effet vasoconstricteur beaucoup plus

long qui n’est cependant pas dépendant de la concentration d’ET-1 dans le plasma,
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mais plutot de la forte affinité d’ET-1 a son récepteur. Ces deux phases s’expliquent
du fait que lors de la fixation d’ET-1 sur les récepteurs ETp des cellules
endothéliales, il se produit une synthése rapide des molécules PGI2 et du NO qui vont
contribuer a la dilatation des vaisseaux alors que la fixation d’ET-1 sur les récepteurs

ETa et ETg des CMLYV va plus tardivement mener a une constriction [77].

D’autres facteurs peuvent interagir et contribuer au remodelage vasculaire tel
que ’Epidermal growth factor (EGF) ou le Platelet-derived growth factor (PDGF),
des facteurs qui sont d’avantages produits lors de la formation de plaques
d’athéromes sur les parois des vaisseaux sanguins [78]. Le remodelage de la paroi se
produit aussi en réponse au stress oxydatif suite a I’activation du systéme
nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH) qui conduit a wune
augmentation des especes réactives de 1’oxygene (ERO) qui participe aussi a
’activation des différentes voies de signalisation en agissant comme médiateurs des
signaux de divers facteurs de croissance et des peptides vasoconstricteurs (ET-1,
Angll), tout en favorisant le vieillissement des cellules. ET-1 est donc vu comme un
¢lément agissant en faveur de la production des ERO qui sont des médiateurs
importants impliqués dans la signalisation de différents facteurs de croissance et de
peptides vasoactifs [15]. A terme, 1’effet de maintien du tonus vasculaire par I’ET-1
résulte en une modulation structurale des vaisseaux, plus spécifiquement, il se produit
un remodelage vasculaire dii entre autre a la prolifération [79] et la migration [80]

anormalement élevées des CMLV de la media vers I’intima en réponse a 1’action
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d’ET-1, qui finalement contribuent grandement & ’'HTA secondaire et essentielle

ainsi qu’aux déréglements rencontrer dans divers organes cibles.

1.4.2 ET-1 dans I'hypertension secondaire

L’HTA secondaire est en grande partie présente et li¢ a divers déréglements
physiologiques connus et qui sont en partie réversibles. Des augmentations
significatives des taux plasmatiques d'ET-1 sont régulicrement vus dans certains
modeles d'hypertension tels que les rats spontanément hypertendus (SHR) qui sont
parmi les modéles qui présentent la plus grande augmentation de concentration
systémiques d’ET-1 [81]. En raison de la production accrue d'ET-1 dans ce modgle, il
a ¢té¢ vu, la contribution de ce vasoconstricteur au remodelage des artéres durant
I'hypertension [82]. Fait intéressant, le modele d'hypertension qui évoque une
augmentation de concentration d'ET-1 au niveau systémique, présente également un
remodelage des artéres et une augmentation de section transversale, ce qui confirme

davantage les faits observés [46].

Afin de mieux comprendre les mécanismes régissant les effets intracellulaires
d’ET-1, plusieurs travaux ont été établis. Ainsi, des études ont suggéré un role
essentiel de transactivation du récepteur de I'EGF dans la réponse vasculaire qui est
associée a un remodelage stimulé par ’ET-1 [83]. Il a été également rapporté qu'ET-1
stimule, via son récepteur ETa, la transactivation du I’Epidermal Growth Factor

Receptor (EGF-R), ce qui permet la synthése de I'ADN des cellules musculaires lisses
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vasculaires, qui est un indice de prolifération et donc de remodelage [84]. Des études
utilisant des rats males Wistar Kyoto normotendus (WKY), rats contréle aux SHR,
ont permis de révéler les mécanismes par lesquels ET-1 induit le remodelage de la
vasculature. Ces études ont suggéré que le remodelage structurel des parois
vasculaires induit par ’ET-1 semble étre la réponse a la contraction soutenue, qui
implique la réorganisation du collageéne [85]. Durant I'hypertension, la concentration
de vasopeptides est plus élevée, et il a été rapport¢ qu’ET-1 active d’avantage la
NADPH oxydase dans les cellules musculaires lisses vasculaires et dans les vaisseaux
sanguins [83], ce qui contribue a la prolifération, médiée en partie par 1'augmentation
de la production de ERO [86]. La participation d’ET-1 dans les dommages d’organes
et particulierement les vaisseaux, les reins et le coeur, durant I'HTA, ont été constatés.
Ainsi, diverses études ont confirmé l'implication d'ET-1 dans les pathologies rénales
et cardiovasculaires via la stimulation des facteurs de croissance en induisant
l'inflammation chez des rats hypertendus [87]. Récemment, il a été révélé que le
blocage sélectif des récepteurs ETa réduit les blessures et les traumatismes rencontrés
non seulement dans les podocytes (cellules de I'épithélium viscérale des reins) mais
aussi d’organes cibles, afin améliore la croissance et la survie indépendamment de
I’hypertension [88]. Dans le cceur, les inhibiteurs de I'ETa, combinés ETa / ETg ou de
la ECE, ont empéché l'atteinte et la détérioration d'organes cibles dans des modeles
d’animaux d'hypertendus [89-91]. Le blocage du systeme de synthése d’ET empéche

la hausse de la concentration d'ET-1 dans le cceur chez des rats transgéniques avec
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une hypertension aggravée. ls ont suggéré que le blocage des récepteurs d’ET-1 peut

fournir des outils pour protéger les rats de 1ésions cardiaques hypertensives [92].

1.4.3 ET-1 dans I'hypertension essentielle.

L’HTA essentielle se produit au cours du vieillissement, ainsi que lors de
I’augmentation de concentration de vasoconstricteurs, qui reste en majorité inconnu.
La concentration systémique d'ET-1 ne refléte cependant pas réellement la production
d’ET totale, puisqu’elle est générée en parti localement, afin d’agir de maniére
paracrine ou autocrine comme pour les CMLYV et les cellules endothéliales. En effet,
les diverses études portant sur le role d’ET-1 dans I'hypertension essentielle n'ont
révélé aucun changement significatif de concentration dans le plasma entre les
patients hypertendus et les sujets sains [93]. Par contre, il a été démontré que
l'augmentation de la concentration plasmatique d’ET-1 ¢était liée a un
dysfonctionnement rénal et au vieillissement plutdt qu’a I'HTA essentielle, suggérant
qu’ET-1 participe a I’hypertension sans en étre réellement la conséquence [94]. Chez
certains patients, les chercheurs ont tenté de voir les effets d’ET-1 sur les vaisseaux
en injectant au bras des antagonistes de récepteurs ETa ce qui a provoqué une
vasodilatation des vaisseaux chez des patients hypertendus ainsi que les normotendus
[95], et a amélioré chez les patients hypertendus, les problémes liés a la
vasodilatation. D'autre part, I’injection de 1'antagoniste du récepteur ETg induit une

vasoconstriction des arteres de 1'avant-bras chez les sujets normotendus et a eu une
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action vasodilatatrice chez les sujets hypertendus, ce qui indique un effet
vasoconstricteur via les récepteurs ETg chez les individus hypertendus mais pas les
sujets sains [96]. Les deux antagonistes des récepteurs d’ET-1 peuvent réduire la
pression artérielle systémique chez des modéles animaux et chez les patients
hypertendus. Des études cliniques sur des patients atteints d'hypertension essentielle
ont révélé que le bosentan, un antagoniste des deux récepteurs ETA/ETg, a permis de
diminuer la pression artérielle chez ces patients [97]. Enfin, comme mentionner ci-
dessus, le vieillissement est le facteur de risque cardio-vasculaire qui permet
d’augmenter 1’activation et la concentration d’ET-1 et d’hypertension [98], mais qui
peut étre largement amélioré si les sujets sont soumis a des exercices ce qui permet de

réduire le tonus vasoconstricteur et prévenir I’hypertension [99].

1.4.4 ET-1 dans I'athérosclérose

Durant D’athérosclérose, il se trouve dans les parois des vaisseaux et
notamment de 1’artére aorte, des 1ésions au niveau des cellules endothéliales ce qui
induit d’une inflammation, une infiltration des monocytes dans les parois, une
augmentation de production des cytokines, des facteurs de croissance, des
vasoconstricteurs qui influent sur la migration des cellules musculaires lisses
vasculaires de la media vers l'intima, contribuant aussi a une accumulation de lipides
dans les cellules et les couches sous-jacentes, ce qui représentent les principales

caractéristiques et causes rencontrées lors de l'athérosclérose [89]. Plusieurs groupes
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de chercheurs ont suggéré qu’il y avait une grande implication d'ET-1 dans le
développement et la progression de 1'athérosclérose. Il a été démontré qu'ET-1 est un
facteur chimiotactique pour les monocytes et les macrophages et qu’ET-1 agit comme
un facteur stimulant pour les CMLV [100]. Une augmentation significative des
concentrations plasmatiques d'ET-1 correle avec le nombre de lésions vasculaires
chez les patients atteints d'athérosclérose [101]. Le fait qu'ET-1 a une demi-vie courte
dans la circulation, suppose que ces taux plasmatiques ¢levés sont dus a une
augmentation de production d’ET-1 par les tissues 1ésés. Une hausse d’ET-1 et de ses
récepteurs ETA/ETg a ét¢ démontré dans les blessures athérosclérotiques chez des
mod¢les d’animaux et humains [102]. L'étude d'expression des ARNm d’ET-1 dans
les artéres coronaires humaines saines et athérosclérosées a démontré que les cellules
endothéliales, les macrophages dérivés des monocytes et des CMLV au sein de la
lésion athérosclérotique sont capables de synthétiser 'ET-1 [103]. Dans le méme
cadre, il a été rapporté a 1'aide de CMLV en culture a partir d’arteéres athérosclérosées
que la production d’ET-1 est nettement plus forte dans les plaques d'athéromes ce qui
peut contribuer au développement ou la progression de maladies, notamment
coronarienne [104]. Les deux récepteurs ETA/ETg ont été montré comme étant liés
aux pathologies d’athéroscléroses. Chez des hamsters hyperlipidémiques, les deux
récepteurs sont localisés dans les cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses
et les macrophages des plaques d'athéromes [105]. Par ailleurs, chez des souris

déficientes en apolipoprotéine-E et atteintes d’athérosclérose, 1’inhibition du
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récepteur ETa normalise les dysfonctions endothéliales en réduisant les risques liés a
la production de NO et en diminuant la formation de plaques d'athéromes [106].
Egalement chez I'homme, la perfusion d’inhibiteur des récepteurs ETa, tel que
BQ123, permet d’améliorer la fonction vasculaire coronaire des patients souffrant
d'athérosclérose. Ces données suggerent que le blocage des récepteurs d’ET-1 peut-
étre une nouvelle stratégie thérapeutique afin d’améliorer la fonction vasculaire
coronaire chez les patients atteints d’athérosclérose [107]. Les mécanismes
supplémentaires par lesquels I’ET-1 induit ['athérosclérose ont été récemment
déterminés. L'ET-1, par l'intermédiaire des récepteurs ETa, induit la production de
glycosaminoglycanes (GAG) par les CMLV ce qui augmente leurs liaisons aux
lipoprotéines de basse densité¢ (LDL) et modifie également ses propriétés de liaison
aux lipides aux niveaux des parois vasculaires [108]. Cela favorise la formation de
néo-intima. C’est en partie par ce procédé que les blessures a I'endothélium vasculaire
initient I’épaississement de l'intima avec la migration des CMLV de la media vers
l'intima ou elles contribuent aussi au changement de la contractilité. L’épaississement
de la couche d’intima,est le résultat de la formation d’une néointima prononcée, ce
qui rétrécit la lumiere du vaisseau [109]. L’infusion exogene d’ET-1 a été vue comme
un élément permettant de potentialiser le développement de I'hyperplasie de I’intima
suite a une blessure volontairement induite, tandis que les antagonistes des récepteurs

mixtes ETAa/ETg ou un inhibiteur de la ECE réduit la formation de néointima ce qui
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supporte le role central de I'ET-1 dans ce processus de remodelage vasculaire [110-

112].

1.4.5 ET-1 dans l'insuffisance cardiaque

Des recherches faites sur les humains et les animaux atteints d'insuffisance
cardiaque ont montré des taux circulants d'ET plus élevés que chez des individus
sains [113]. En outre, la concentration plasmatique d’ET-1 corréle avec les
modifications de I’activité cardiaque et de la modification du débit sanguin [114]. 1l
semble que la baisse du débit cardiaque observée durant l'insuffisance cardiaque
conduit a une stimulation de la libération d’ET-1 en raison de niveaux trés €levés
constatés chez des modeéles d’animaux atteints de cardiopathies [113]. Afin de
déterminer si les effets pouvaient étre atténués, des inhibiteurs des récepteurs
ETA/ETg, tel que le bosentan, ont démontré leurs efficacités a diminuer ’action
d’ET-1 et donc a limiter les complications de l'insuffisance cardiaque, permettant
I’amélioration de I'hémodynamique pulmonaire et systémique chez les patients [115].
Les mémes résultats ont été observés avec un inhibiteur sélectif du récepteur ETa
(143). En fait, un antagoniste sélectif des récepteurs ETa améliore le débit et la
fonction cardiaques chez les patients atteints d'insuffisance cardiaque congestive
[116]. Récemment, chez des modeles de rats, la contractilit¢ myocardique a été

nettement améliorée apreés un traitement avec le PP36, un inhibiteur de I’ECE
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suggérant que la production d’ET-1 et 1’activation des voies de signalisation via ses

récepteurs jouent un role crucial dans les physiopathologies cardiaques [117] .

1.5 ET-1 induit les voies de signalisations dans les CMLV

L’ET-1 exerce ses actions physiologiques grace a l'activation de plusieurs voies de
signalisation qui comprennent les Phospholipase C (PLC)/ Diacyle Glycérol (DAG)/
Inositol triphosphate (IP3), les Mitogen activated protein kinase (MAPK) et les voies
du phosphatidylinositide 3-kinase (PI3K)/PKB (fig.1.4). De nombreuses protéines
kinases cytosoliques comme Src, Pyk2 ainsi que les protéines récepteurs et non-
récepteurs tyrosine kinases jouent également un réle important dans le lancement des
événements de signalisation induite par D’ET-1. Les événements cellulaires
déclenchés par l'activation de ces voies de signalisation permettent la régulation de la
croissance cellulaire, la prolifération, la contraction et la survie des cellules
musculaires lisses vasculaires, et une aberration dans ces voies méne a des états
pathologiques. L’ET-1, en se fixant sur ses récepteurs ETAa/ETg des CMLV, va
activer spécifiquement une hydrolase, la PLC [118], qui va scindé le
phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP2), un phospholipide membranaire, et
conduire a la formation de deux molécules, IP3 et le DAG. D’une part, la formation
d’IP3 va contribuer au relargage de Ca?" par le RE vers le cytoplasme et donc a une
augmentation de la concentration en Ca’" dans la cellule, et d’autre part, une

production de DAG, un lipide hydrophobe se localisant principalement au niveau de
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la membrane plasmique, conduit a I’activation de la Protéine kinase C (PKC)
[119;120], ce qui méne aussi a un passage plus grand du Ca*" de I’extérieur vers
I’intérieur de la cellule ainsi qu’une phosphorylation et une activation de I’échangeur
de Na*-H", car cette protéine permet de faire entrer un ion Na?contre la sortie d’un
ion H+, d’ou une alcalisation du milieu, avec un pH plus élevé favorisant la fixation
du Ca2+ aux protéines contractiles [121;122]. L activation de la protéine PKC peut,
par un mécanisme de transactivation, activer les R-TK, c'est-a-dire que via
I’activation des récepteurs GPCRs, (ETA/ETg), il est possible d’activer les R-TK tel
que I’Insulin growth factor receptor (IGF-R) ou EGF-R. L’activation des R-TK et
non récepteurs Tyrosine Kinase (c-Src) vont conduire & I’activation de différentes
voies de signalisation tel que la voie des MAPK, PKB, c-Jun N-terminal kinase
(JNK) ou encore la P38 Mitogen-activated protein kinase (P38) qui ont un effet sur la
survie, la prolifération, la migration ou encore le métabolisme des cellules. Ainsi,
I’implication de ces voies de signalisation et des effets qu’elles engendrent ont été

notamment observé au niveau de ’aorte dans des conditions d hypertension [16].
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Figure 1.4 Schéma de l'activation des voies de signalisations ERK1/2 et PI3-
K/PKB par ET-1 dans les CMLV.

La stimulation des récepteurs d'ET-1 conduit a I’activation a la fois des Gqa,
ainsi que des By, qui a leur tour active la PLCPB. PLCP convertit PIP2 en IP3 et DAG.
IP3 est responsable de I'élévation de la concentration de Ca2 + intracellulaire. DAG
active la PKC. Grace a l'activation de plusieurs intermédiaires en aval, Ca2 +, seul ou
en partenariat avec la PKC ou d'autres intermédiaires, déclenche I'activation de NR-
PTK, en induisant leur phosphorylation sur des résidus tyrosine cibles. L'activation de
ces PTK conduit & la phosphorylation de protéines d'amarrage, comme IRS-1, qui
servent aussi de sites d’amarrage pour Grb-2/SOS. Celui-ci peut conduire a
l'activation de la voie Ras/Raf/MEK/ERK1/2. La phosphorylation de IRS-1 active
aussi PI3-K qui continue a catalyser la phosphorylation de PIP2 a PIP3, permettant le
recrutement des PKD1/2 a la membrane plasmique, ou PDK1/2 vont phosphoryler
PKB sur les résidus thréonine et sérine. ET-1 augmente également la production
d’ERO en activant la NADPH oxydase, par un mécanisme inconnu, dans les CMLV.
Produit de fagon endogene les ERO sont capables d'inhiber PTPases par 1'oxydation
des résidus cystéine dans les domaines catalytiques. L'inhibition de ces PTPases
favorise la phosphorylation de la tyrosine des NR- PTK et des R-PTK, ce qui entraine
l'activation de R-PTK indépendamment de la fixation de ligand, tels que I'lGF-1R,
qui agissent en amont des voies deux voies de signalisations Ras/Raf/MEK/ERK1/2
et PI3-K / PKB. L'activation des cascades de signalisation ERK1/2 et PKB jouent un
role majeur dans la médiation de diverses réponses cellulaires telles que la
transcription des genes, la synthése des protéines, la croissance cellulaire et la survie
cellulaire.
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L’activation de ces cascades de signalisation peut avoir un effet néfaste sur la
santé des sujets, puisqu’il a été observé que diverses pathologies cardiovasculaires
telles que I’athérosclérose ou encore I’HTA présentaient une variation de la
concentration d’ET-1. En effet, le systtme d’ET-1 peut étre plus activé chez certaines
especes de rats, tel les rats DOCA (Deoxycorticosterone acetate-salt hypertendu),
DOCA salt—treated SHR ce qui confére une concentration plasmatique d’ET-1 plus
¢levée chez ces modéles d’animaux hypertendus, avec des complications qui leurs
sont associées, tel que I’hypertrophie et le remodelage des parois des arteres.
L’implication d’ET-1 dans les MCV est confirmée avec I’injection de divers
inhibiteurs d’ETA/ETs qui permettent de réduire I’hypertension et de diminuer

I’hypertrophie cellulaire [81].

ET-1 est une protéine pro-inflammatoire qui contribue au développement de
I’athérosclérose en stimulant la synthese par les plaques d’athéromes, et de certains
facteurs de croissance, eux-mémes également pro-athérogéniques tel que le PDGF et
le transforming growth factor beta (TGF-fB). Toutefois, I’un des effets encore mal
étudié d’ET-1 est sa réelle implication dans les phénomenes d’épigénétique. En effet,
les mécanismes de controle de I’activité cellulaire se déroulent en grande partie via
les régulations épigénétiques dont I'implication dans les mécanismes

physiopathologiques concernant les MCV a récemment été évoquée [123].

La mise en lumiére des mécanismes d’ET-1 nous permettrait donc de mieux

comprendre et de trouver par la suite un meilleur moyen de gérer les complications
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qui lui sont associées. C’est dans cette optique que diverses études ont été réalisées
ces derniéres années sur les protéines ayant un impact sur le cycle cellulaire et la
molécule d’ADN, il s’agit notamment des histones déacétylases (HDAC) qui
permettent une répression de la synthése de protéine. Parmi les HDAC, la protéine
Sirtuine-1 (Sirt-1), a ¢ét¢ vue comme ayant divers effets bénéfiques contre
I’athérosclérose, ce qui soutient les recherches qui visent a décrire I’implication de

Sirt-1 sur le controle de la prolifération et de la migration cellulaires des CMLV.

1.6 Effets épigénétiques et implication dans les maladies

cardiovasculaires

Apres la découverte de la molécule d'ADN par Watson et Crick en 1953, il a
été possible de saisir davantage différents faits observés dans la cellule. On trouve
chez un méme individu une multitude de cellules avec des fonctions et rdles
différents. Chaque cellule a des parameétres prédéterminés qui sont contenus dans son
code génétique et qui se manifestent selon la modélisation de celle-ci, par des
phénomenes biologiques tels que I'épigénétique, en réponse par exemple a un
stimulus. Dans les genes, il se trouve quatre bases azotées aussi appelées bases
nucléiques (Adénine, Cytosine, Guanine et Thymine), et l'alignement de ces
molécules donne la spécificité génomique [124]. Les effets épigénétiques sur 'ADN
peuvent €tre multiples mais sont essentiellement dus a la méthylation des bases par

des méthylases [125] ainsi qu’a l'acétylation/déacétylation des histones par les
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histones acétyles transférases (HAT) et les HDAC qui respectivement ajoutent ou
retirent des groupements acétyles sur les histones [126]. Ceci est un mécanisme
dynamique qui se produit en réponse a différents facteurs physiologiques [127].
L'épigénétique permet également de saisir davantage l'altération d'une expression de
gene durant les maladies et dans notre étude concernant les CMLV lors d’une HTA.
Ces voies de régulation de I'expression génétique se font sans modifier la séquence
d’ADN, et sont liées surtout a la présence de différents facteurs externes, ce qui nous
donne une nouvelle approche de la régulation de la cellule, pouvant aussi nous
éclairer sur les différentes combinaisons et liens existants entre les génotypes et les

phénotypes associés [128].

1.6.1 La méthylation de ’ADN :

L'un des deux principaux phénomenes épigénétiques est la méthylation, qui se
produit principalement aprés la synthese d’ADN, i.e. durant la mitose ou la
réplication de I'ADN, et ainsi déterminer quel gene sera plus ou moins exprimé a
travers la modulation de la chromatine [129]. Lors d’une méthylation d'acides
désoxyriboses, 'adénine et la cytosine peuvent étre méthylées. Cependant, chez les
vertébrés, I'ajout d'un groupement méthyle a partir du donneur S- adenosylmethionine
se fait sur la cytosine en 5-methylcytosine dans les séquences CG de I’ADN. Cette
réaction est catalysée par l'enzyme méthyle transférase d'ADN (DNMT). Ce

processus de méthylation, qui se déroule principalement sur les geénes, est un
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mécanisme réversible et méne a une diminution de I’expression génique, il peut
toutefois se produire également sur les protéines pour changer leurs structures et donc
leurs activités [130]. Cependant, la différence de structure de la chromatine ainsi que

la répression de la transcription est due principalement a I'action des HDAC et HAT.

1.6.2 Les protéines HDAC/HAT et I'ADN :

Il a été démontré que la molécule d’ADN et les histones sont les principales
composantes du chromosome, dans laquelle la double hélice d’ADN est enroulée
autour de molécules d'histones préalablement assemblés en octaméres pour former un
ceeur d'histone (huit molécules H2A, H2B, H3 et H4) avec une structure qui
ressemblerait a un collier de perle et qui pourrait étre davantage surenroulé ce qui
diminuerait largement la transcription [131]. Ce complexe d’ADN et de protéines
constituent chez les cellules eucaryotes le nucléosome, 1'unité de base de la
chromatine. Il permet un contréle de I’accessibilit¢ du double brin d’ADN selon le
niveau de compaction. La chromatine est incessamment en contact avec diverses
protéines, telles que les HDAC, qui influencent son degré de compaction, et qui a
travers la régulation de la structure chromatinienne sont directement impliquées dans
la régulation de plusieurs processus nucléaires comme la transcription, la réplication

ou la réparation de ’ADN [132].

La chromatine n'a pas la méme conformation sur toute sa longueur, ce qui

confére une  différence dans la  synthése protéique. L'effet de
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l'acétylation/déacétylation des histones ou des protéines non histones joue un rdle
majeur dans le développement de la cellule [133]. Les HAT sont des enzymes qui
vont permettre le transfert réversible d’un groupement fonctionnel acétyle des acétyl-
CoA sur les lysines pour donner des N-acétyl lysine, ceci favorise la transcription.
Les HDAC ont la capacité de retirer ces groupes fonctionnels acétylés des lysines, ce
qui tend a charger positivement les protéines, puisque les lysines sont des acides
aminés chargés positivement, a I’opposé l'ajout d'acétyle, va tendre a neutraliser ces
charges [126]. Les protéines histones déacétylées seront chargées plus positivement
et auront des interactions plus fortes avec les groupements phosphate de 1'ADN,
chargés négativement. L'ADN est, suite a la déacétylation, étroitement associé aux
histones ce qui meéne a un plus grand enroulement de celui-ci autour des cceurs

d’histones, ce qui en résulte une compaction de la chromatine [134;135].

Une diminution de transcription s’explique par une chromatine surenroulée et,
par conséquent, a un acces a la molécule d'ADN plus difficile pour les complexes
protéiques de synthése tel que les ARN polymérases [136]. L'acétylation ou la
déacétylation n'est pas uniquement responsable de la répression de la syntheése d'ARN
mais peut, comme dans le cas de Sirt-1, aussi agir sur les protéines impliquées dans
diverses voies de signalisation, sur les récepteurs, le cytosquelette, ainsi que les

protéines ayant un role dans la prolifération et la migration cellulaire [137].
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1.6.3 Les protéines histones déacétyles transférases :

11 existe chez I'humain 18 histones déacétylases réparties en quatre groupes, et

classées selon leurs séquences et leurs homologies avec les protéines histones

déacétylases initialement découvertes chez la levure [138].

La classe I inclut les HDAC 1, 2, et 8 qui ont une localisation
essentiellement nucléaire et 'HDAC 3 située aussi bien au niveau
cytosolique qu’au niveau du noyau. Elles ont une homologie avec la
protéine reduced potassium dependency 3 (RPD3) de la levure ainsi
que la particularité de voir leur activité inhibée par la trichostatine A
(TSA) qui est considérée, avec les HDAC de classe II, comme des

groupes classiques de déacétylases [138].

La classe II présente deux sous-groupes ayant une forte homologie
avec ’HDAI de levure. Elles sont présentes dans noyau ou dans le
cytoplasme dépendamment des signaux d’activation. Les HDAC 4, 5,
7, et 9 de classe Ila, contiennent un large domaine régulateur N-
terminale en plus du domaine catalytique C-terminale, alors que les
protéines de classe Ilg, HDAC 6 et 10, sont différentes car elles
contiennent en plus, deux sites catalytiques distincts. Elles peuvent
aussi €tre inhibées par la TSA ce qui les classent parmi les familles des

déacétylases dites classiques [139].
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e La classe III, celle des protéines Sirt, est située dans le cytoplasme, le
noyau ou encore la mitochondrie, et a une forte homologie avec Sir2
(silent information regulator 2) de levure. Elles nécessitent la présence
du cofacteur NAD" afin d'étre fonctionnelles et contrairement aux
autres familles de HDAC, elles ne posseédent pas de résidu zinc dans

leur site catalytique [140].

e [a classe IV contenant uniquement ‘HDACI1 présent dans le
cytoplasme et le noyau. Elle est considérée comme atypique et son
rattachement a la famille de HDAC est basé¢ uniquement sur des
séquences d’ADN similaires aux autres protéines déacétylases

cependant partagent certaines caractéristiques des classe [ et I1 [141].

Parmi les quatre familles d’histones déacétylases, les récentes recherches sur
les effets de déacétylation se sont davantage penchées sur les protéines Sirt de classe
III, qui ont ét¢ vu comme ayant divers réles importants et déterminants au sein de la
cellule [142]. Ce sont celles que 1’on va d’avantage étudier tout au long de notre

étude.

1.6.4 Les protéines Sirtuines :

La famille des protéines Sirt est impliquée dans une multitude de processus
cellulaires, notamment le vieillissement, la régulation de la transcription, 1’apoptose,

la résistance au stress et la régulation de la dépense énergétique en situation de jetine
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[143-145]. Elles ont initialement ét¢ identifiées comme étant des orthologues de la

protéine SIR2 de levure et sont classées en quatre sous-classe (I-IV) dans lesquels se

trouvent sept différentes protéines (Sirtl-7), reparties selon leur niveau d'homologie

et l'analyse de leurs séquences d'acides aminés [144;146;147]:

Sous-classe I :

Elle est constituée de Sirt-1 qui est présente aussi bien dans le noyau
que dans le cytoplasme avec une activité de déacétylation et permet un
effet sur le métabolisme et I’inflammation. De Sirt-2, présente dans le
cytoplasme et qui a une activité déacétylase et un rdle sur le cycle
cellulaire. Et enfin de, Sirt-3 présente dans le noyau ou la
mitochondrie et qui a une activité déacétylase et un effet sur le

métabolisme [148-150].

Sous-classe II : elle ne contient que la protéine Sirt-4 présente dans la
mitochondrie avec une activité adénosine diphosphate (ADP) - ribosyl

transférase et a un effet sur la sécrétion d’insuline [151].

Sous-classe III : contient aussi comme unique élément la protéine Sirt-
5 présente dans la mitochondrie avec une activité déacétylase et un

effet sur la détoxification de I’ammoniaque [152].
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e Sous-classe IV : elle renferme les protéines Sirt-6 et Sirt-7 présentes
dans le noyau, avec une activité déacétylase mais également ADP-
ribosyl transférase. Sirt-6 permet spécifiquement la réparation de
I’ADN alors que Sirt-7 a un réle dans la synthése d’ADN ribosomal

[153;154].

Les Sirt ont la particularité¢ d’étre NAD+ dépendante, plus précisément, leurs
activités requiert la présence de NAD+ comme cofacteur et méme si l'activité
enzymatique de toute les Sirt n'a pas encore été prouvée, elles conservent toutes un
domaine similaire de 275 acides aminés [155]. Les recherches faites sur les protéines
Sirt ont démontré que Sirt-1 était principalement celle qui exerce une activité
enzymatique dans la cellule avec pour principale action de réguler la répression
génétique (acétylation des cceurs d’histones) et d’inactiver des facteurs de
transcriptions tel que la tumor protein 53 (P53), un facteur de transcription régulant

certaines fonctions cellulaires importantes comme la mitose ou la mort programmée

des cellules [156].

1.6.4.1 Structure et régulation de la protéine Sirt-1:

Dans les cellules humaines, Sirt-1 est de loin la plus grande protéine parmi les
Sirt. Elle est composée de 747 acides aminés notamment di a ses extensions en N-
terminale et C-terminale. La partie N-terminale contient deux séquences de

localisation nucléaire (NLS) et deux séquences d'export nucléaire (NES) qui sont
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impliquées dans le mouvement de Sirt-1 entre le noyau et le cytoplasme [157].
Durant la prolifération des cellules de myoblastes C2C12, Sirt-1 est localisée dans le
noyau et majoritairement dans le cytoplasme lors de la différentiation cellulaire
[157;158]. La prolifération et la différentiation cellulaires sont régies par des signaux
qui ménent a [’activation de voies de signalisations correspondantes. Ainsi,
I’inhibition de la PI3K empéche la localisation nucléaire de Sirt-1, nécessaire pour la
prolifération cellulaire, ce qui suggére que PI3K aurait un effet sur le contrdle
dynamique de Sirt-1 [159]. De plus, JNK, un autre médiateur intracellulaire des
cascades mitogenes, est aussi impliqué et aurait un effet dans le processus de
régulation de Sirt-1 via sa phosphorylant sur les résidus Ser?’ et Ser*’ ainsi que
Thr’*, ce qui favorise sa localisation dans le noyau, augmente 'activité enzymatique
de Sirt-1, ainsi que sa capacité a déacétyler les histones mais pas celle d’agir sur les
protéines non histones tel que la P53 [160]. De nos jours, 13 sites de phosphorylation
ont été identifiés sur Sirt-1 dont 7 sont sur des sites localisés dans la partie N-

530

terminale, incluant Ser?’ et Ser?’, et six dans la partie C-terminale incluant la Thr>*°.

Ceux-ci influent son état et son lieu d’activité, La précision de régulation de la

530 0

protéine Sirt-1 est tel que, si certains résidus tel que la Thr>*® ou la Ser*** en C-

terminale ne sont pas phosphorylés, il n y a pas de cycle cellulaire normal [161].

De plus chez la souris, il a été montré que Sirt-1 peut aussi étre phosphorylée
par la caséine kinase 2 (CK2), ce qui stimule l'activité de Sirt-1 et son habilité a fixer

certaines protéines tel que les facteurs de régulation impliqués dans la prolifération
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cellulaire (P53) [162]. Une fois de plus, afin que Sirt-1 soit activée, certains de ses
sites dits essentiels pour l'activité de Sirt-1 (EAS), doivent étre phosphorylés ce qui
leur permet de pouvoir interagir avec les domaines catalytiques, de les activer et
d’augmenter I'affinité de Sirt-1 pour ses substrats (Figl.5) [163]. Cependant, certains
sites de la protéine Sirt-1 permettant la liaison entre le domaine catalytique et les EAS
sont en mesure d'étre aussi liés par les protéines DBC1 (Deleted in bladder cancer
protein 1), ce qui empéche lors de la fixation des DBCI sur Sirt-1, I’activation du site
catalytique pas les EAS (Fig.1.5) [163;164]. En plus de la phosphorylation, Sirt-1
peut étre également soumis a d’autres modifications post-traductionnelles, incluant
par exemple la sumoylation, dans lequel cas il peut se produire un ajout dans la
région C-terminale de Sirt-1 des small ubiquitin-like modifier (SUMO) sur la Lys’**.
Cette modification contribue aussi a augmenter davantage l'activité catalytique de
l'enzyme, par exemple lors d'un stress cellulaire, Sirt-1 tend a étre désactivé, et
notamment par l'association a des désumoylases (SENP1) qui vont alors réduire son
activité alors qu’a I’inverse, la sumoylation de Sirt-1 a un effet bénéfique sur la
gestion du stress cellulaire [165]. Enfin, il peut se produire également une

méthylation de Sirt-1 sous I’action de la méthyltransférase, surtout sur les Lys*¥3-23>-

236238 e région N-terminale, ce qui va principalement perturber la liaison de Sirt-1
avec ses protéines cibles [166]. Toutes ces voies de régulations sur la protéine Sirt-1

ont un rdle primordial au niveau de la cellule, car ils orientent celle-ci et ’active plus

ou moins selon les événements et les besoins cellulaires.
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I1 existe deux sites de phosphorylation par les CK2 a I’intérieur du site d’activation de
Sirt-1 (ESA), cette séquence se trouve dans 1’extension C-terminal de Sirt-1. Ces sites
phosphorylés par CK2 permettent d’accroitre 1’interaction d’ESA avec le site
catalytique, ce qui va augmenter I’affinité de Sirt-1 pour son substrat et améliorer
I’activité catalytique. Les motifs ESA concurrences la liaison de DBCI1 a Sirt-1, qui
agit comme un régulateur négatif. La liaison d’ESA au domaine phosphorylé de Sirt-
1 en réponse a leur phosphorylation par les CK2 va empécher la liaison a ces sites de
DBCI1 et donc abroger son effet inhibiteur.

(Luscher B. Front Pharmacol. 2012;3:29)

Figure 1.5 Controle de ’activité catalytique de Sirt-1.
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1.6.4.2 La protéine Sirt-1 et son activité:

Sirt-1 peut étre aussi bien localisé dans le noyau que dans le cytoplasme et
selon les besoins cellulaires, il est transféré d'un compartiment de la cellule a un
autre. Sirt-1 a un effet bénéfique sur les MCV notamment en ayant un effet protecteur
contre I’hypertrophie des cellules cardiaques et des muscles lisses vasculaires [167].
En effet, sa surexpression dans le cceur de souris transgénique démontre une
diminution de I’hypertrophie cardiovasculaire ainsi que celle des CMLV en limitant
I’effet de 1I’Angll via une expression plus faible du récepteur de type 1 de
I’angiotensine (AT1) [168]. Les effets de Sirt-1 peuvent étre multiples dans le corps
humain ce qui contribue d’avantage a diminuer les risques de MCV en agissant
comme un régulateur clé du métabolisme, et est surexprimé a travers le corps durant
un état de jeun ou de restriction calorique [169]. Dans les muscles squelettiques, a
travers la biogenése mitochondriale, Sirt-1 permet 1’activation de I'oxydation des
acides gras. Dans le foie et les adipocytes, Sirt-1 stimule le catabolisme des acide gras
et du cholestérol et permet ’augmentation de 'effet glycogénique tout en diminuant
l'effet glycolytique comme précédemment démontrer [170]. Sirt-1 contribue a
I’activation des genes glycogéniques et la sortie du glucose, via la phosphorylation
oxydative par 1’activation du peroxisome proliferator-activated receptor-gamma
coactivator 1a (PGC-1a), il permet aussi lors de période de jeline de diminuer les
genes glycolytiques via la déacétylation et 1’activation de facteurs de transcription tel

que PGC-1a. Ces actions de Sirt-1 sur les différentes protéines cibles et clés du
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métabolismes sont des mécanismes importants pour le bon fonctionnement des

cellules durant les phénomenes de plaques d’athéromes et d’HTA [171].

Parmi ces sept protéines, la plus étudiée a été Sirt-1, puisque son implication
dans la cellule semble avoir un impact conséquent. En plus d’étre un facteur
important du métabolisme et de jouer un role dans les mécanismes de restriction
calorique a travers ’activation de diverses voies de signalisation, elle a permis chez
les levures et les mouches le prolongement de vie cellulaire, ce qui suggere que Sirt-1
est aussi un acteur contre le vieillissement des cellules [172]. De plus, la délétion du
gene SIR2 provoquait une diminution autour de 50% de la durée de vie des
Saccharomyces cerevisiae, mais si au contraire on surexprimait la protéine du gene
SIR2 ceci augmente a plus de 30% la durée de vie. Ces effets ont également été
observés chez d'autres organismes vivant tel que la drosophile [173;174]. Cette
déacétylase a un rdle important, car elle contribue d'une maniére ou d'une autre a
prévenir diverses pathologies, tel que les MCV, neurodégénératives ou encore le
diabéte. Sirt-1 peut avoir divers effets, puisqu'elle est liée a la répression de genes, au
contrdle métabolique, l'apoptose, a la survie cellulaire, la neuroprotection, la
restauration de 'ADN, l'inflammation, le cycle circadien et le contrdle du stress qui

sont des phénomenes récurrents dans les CMLV lors d’HTA notamment [175;176].

Contrairement a Sirp2, Sirt-1 est une protéine ayant les mémes effets que

celle-ci, uniquement présente dans les cellules de mammiferes qui en plus de
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Figure 1.6 Roéle des histones déacétylases dans la répression de la transcription
et des histones acétyles transférases dans ’activation de la transcription.

Les HDAC inhibent I’expression de génes cibles sans modifier la séquence
d’ADN. Ils déacétylent les histones qui menent fortement a liaison entre I’ADN et les
histones ce qui empéche la transcription et I’expression des génes, et une diminution
de la croissance cellulaire. Cependant, ’HDAC peut déacétyler d’autres protéines que
les histones, notamment les P53 qui sont impliqués dans la diminution de la
croissance cellulaire. La déacétylation d’histone est réversible par les histones acétyl
transférase, qui ajoutent un groupement acétyl aux histones, ce qui diminue la charge
positive des histones, et affaibli les liaisons de charge avec I’ADN, qui est alors
déplié et devient plus accessible aux facteurs de transcription et a la synthese d’ARN.
(Alberto Gulino, Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Reviews on Cancer Volume
1815, Issue 2, 241 — 252 (2011))
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déacétyler les histones, peut contribuer a un contrdle plus large des activités
cellulaires, tel que le rapport déacétylation/acétylation de protéines nucléaires ou
cytosoliques liées par exemple a la signalisation (caspase 3), de facteurs de
transcription (Forkhead box (FOXO)), certaines enzymes spécifiques (Adenosine
monophosphate-activated protein kinase (AMPK)), ce qui meénerait a activer ou
désactiver comme le ferait une protéine kinase lors de la

phosphorylation/déphosphorylation protéique [177;178].

1.6.4.3 Régulation et implication de la protéine Sirt-1 dans diverses voies

de signalisation:

La localisation principale de Sirt-1 dans le noyau lui permet d'étre un acteur
majeur dans la régulation de l'acétylation du cceur d’histones comme celle des
histones H3 sur la Lys’ (H3K9ac), H3K 14ac, et H4K16ac, ou alors, par l'acétylation
d'autres protéines qui ne sont pas des histones tels que les facteurs de transcriptions,
ou les suppresseurs de tumeur P53 aussi bien que d'autres facteurs de régulation et
cofacteurs, parmi lesquels la famille des FOXO et le peroxysome proliferator
activated receptors (PPAR) [158]. Sirt-1 est un acteur dans le controle de divers
processus cellulaire tel que le métabolisme des lipides et du glucose en réponse en
particulier au jeun et au stress, avec un processus de régulation via l'axe Sirt]-AMP-
activated protéine kinase (AMPK) qui est un détecteur de 1’état énergétique, avec une
fonction clé dans la régulation du métabolisme énergétique. Sirt-1 permet aussi la

déacétylation et une baisse d’activité de P53, un facteur de transcription suppresseur
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de tumeurs un élément important lors de la prolifération et la migration cellulaire des
CMLV. Cependant, Sirt-1 est une enzyme favorisant la prolifération cellulaire, et

dans un méme temps avec des effets suppresseurs de tumeurs [179].

1.6.5 Implication de Sirt-1 dans les MCV

La protéine Sirt-1 permet le controle de la différenciation et du métabolisme
cellulaire, y compris des cellules endothéliales [180]. Les MCV peuvent étre
associées a une perturbation survenue sur la paroi des vaisseaux et un
dysfonctionnement des cellules endothéliales, et sont généralement suivis par une
réaction inflammatoire et un stress oxydatif [15]. Les troubles endothéliaux sont
caractérisés par une présence plus ¢élevée de certains vasoconstricteurs, notamment
I'ET-1. Leur synthése par les cellules endothéliales est essentiellement activée par une
force de cisaillement plus grande sur les parois des vaisseaux ou une hypoxie
vasculaire ce qui tend a perturber la structure des vaisseaux [181]. C'est un risque
majeur puisque cela contribue au développement de complications vasculaires
mortelles tel que l'athérosclérose, ’accident vasculaire cérébral, 1’infarctus du
myocarde [182]. L'effet bénéfique de Sirt-1 lors des problémes cardiovasculaires a
clairement été démontré chez des souris transgénique Sirt-1 au niveau des cellules
endothéliales. On y a observé une diminution des risques d’athéroscléroses et de
problémes aux niveaux des vaisseaux, ce qui a rendu possible une meilleure
protection des cellules et une plus forte résistance a une augmentation de gras qui

pourrait induire des troubles sur la paroi endothéliale (plaque d’athérome) (fig.1.7)
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[183]. D’un point de vue général, Sirt-1 est trés exprimé lors de la croissance des
cellules des vaisseaux sanguins et contribue au contrdle de I’activité angiogénique.
Sirt-1 est également trés exprimé dans le systéme vasculaire avec un important effet
sur le développement des vaisseaux et une activité pro-angiogénique associée a la
déacétylation et a I’inactivation de protéine comme FOXOI1, qui est un facteur de
transcription majeur, empéchant le développement des vaisseaux sanguins [180]. Sirt-
1 peut également agir et diminuer I’action d'autres protéines de la famille FOXO tel
que le FOXO 3-4 (facteurs pro-apoptotiques) ou inhiber NF-kB, ce qui tend a
diminuer 1’apoptose des cellules endothéliales induite par celles-ci et dans un méme
temps empécher un arrét du cycle cellulaire, ce qui confére a Sirt-1 un réle majeur
contre la dysfonction des cellules endothéliales aprés une blessure ou une ischémie

avec aussi une survie et une inhibition de I’apoptose des cellules endothéliales [184].

Lors des MCV, la régénération des cellules endothéliales endommagées est
une chose primordiale afin de maintenir une structure normale et stable des vaisseaux
qui pourraient étre altérés apreés une lésion de la cloison vasculaire. Cependant, la
capacité des cellules endothéliales a se régénérer lors de ’HTA reste trés limitée, ce
qui a pour conséquence de laisser la barriere endothéliale un peu plus perméable a
divers organismes tel que les macrophages, et aboutit & une réponse inflammatoire.
L’effet bénéfique de Sirt-1 est de diminuer I’expression des molécules d’adhésion, ce
qui décroit D’infiltration des tissus par les cellules a travers la plaie (fig.1.7)

[185;186]. L’inhibition de Sirt-1, par exemple, chez I’humain induit une sénescence

48



des cellules, ce qui suggere que Sirt-1 permettrait aux cellules endothéliales de
retrouver une capacité de prolifération normale ainsi qu’a terme, une restauration des
parois avec une inhibition de la sénescence cellulaire. Lorsque la protéine Sirt-1 n’est
pas inhibée ou dégradée, elle peut aussi déacétyler et activer les protéines (Liver
kinase B1 (LKB1) et AMPK), impliqués dans les signaux cellulaires qui provoquent

la croissance vasculaire endothélial et un meilleur vieillissement des tissus [187].

La régénération des cellules endothéliales est essentielle pour le maintien de la
fonction des vaisseaux sanguins et particulicrement aprés divers troubles
cardiovasculaires. Cependant, la capacité pour régénérer les cellules endothéliales est
trés limitée puisque une diminution de Sirt-1 a été enregistrée aprés une ischémie ou
une blessure quelconque dans ces cellules, ce qui conduit a un arrét de croissance et a
une sénescence cellulaire. Il en résulte également une diminution de production de
NO pas eNOS et donc un controle plus faible sur les cellules vasculaire muscles lisse

sous-jacente, dans l'intima, la seconde couche des vaisseaux [188].

Egalement, suite a la sénescence et a l'apoptose des cellules endothéliales, il se
produit une réponse inflammatoire, ce qui contribue a la prolifération accrue de la
Media, vers l'intima des CMLV, avec une perte de [’¢lasticit¢ des parois des
vaisseaux qui a également pour conséquence d'augmenter le diameétre de 1'intima, de
diminuer la lumiere des vaisseaux et donc de contribuer davantage a un changement
et une augmentation de la pression artérielle tout en contribuant davantage aux MCV

[78].
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Paradoxalement, des chercheurs ont pu constater qu’aprés une ligature
carotidienne, mimant I’effet de HTA, Sirt-1 est moins exprimé dans les CMLV ce qui
leurs confeérent une capacité de prolifération et de migration plus élevé. Sirt-1 a donc
certainement un rdle protecteur lors d’une HTA et les conséquences qui en découle,

avec entre autre un effet antioxydant, anti-inflammatoire et anti-apoptotique [189].

Durant les phénomeénes de resténose ou encore d’hypertension, il existe
différents facteurs qui peuvent causer un trouble ou une blessure au niveau de la
vasculature, tel que 1’aorte, ce qui a terme active la prolifération et la migration vers
I’intima des CMLV, ou ces cellules vont modifier I’environnement dans lesquelles
elles se trouvent et formées la néointima avec des propriétés structurales qui différent
de la couche d’intima initialement présente, principalement par un nombre de cellules
plus nombreuses et désorganisées dans 1’espace [190]. L’injection par exemple, de
resvératrol (un activateur de Sirt-1) & des CMLV a montré qu’apreés une blessure
artérielle, il diminuait la formation de la néointima tout en atténuant les troubles
vasculaires qui peuvent survenir lors d’une hypertension, néanmoins des effets
protecteurs attribués a Sirt-1 ont été enregistré durant une HTA, ce qui a conduit a
une diminution des risques et des complications associées en particulier lors de la

présence 1’athérosclérose [191].

D’autres facteurs peuvent contribuer a expliquer le role important que pourrait
avoir les vasoconstricteurs et Sirt-1 dans les CMLV. Sachant que les

vasoconstricteurs stimulent la production d’ERO par les enzymes comme Nox1
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(NADPH oxydase 1) dans les cellules, il a ét¢ démontré que la surexpression de Sirt-
1 dans des CMLV de souris inhibe les effets hypertrophique induit par Angll en
diminuant 1’activité des protéines Nox, ce qui octroie a Sirt-1 un effet protecteur
contre le stress oxydatif, et particulierement celui relatif a une augmentation d’ERO
par les vasoconstricteurs. Sirt-1 contribue alors au maintien d’une pression artérielle
normale et empéche diverses complications vasculaires via entre autre le remodelage
des parois de vaisseaux [192]. Le probléme encouru lors d’une HTA au niveau des
CMLYV est que divers facteurs encore non étudiés, réduisent la quantité de protéines
Sirt-1 de méme que les effets bénéfiques qui lui sont associé¢ a I’égard des MCV

[176].

La protéine Sirt-1 permet la prolifération et la migration des cellules
endothéliales alors qu’au niveau des CMLYV, Sirt-1 a une action différente encore peu
connue et qui mérite d’étre davantage étudiée. Par conséquent, la présente étude vise
a examiner D’effet ’ET-1 sur ’expression Sirt- 1 dans les CMLV. En outre, nous
avons cherché a savoir si ET-1 est impliqué dans la diminution d’expression de Sirt-1

dans les CMLV et par quel mécanisme et voie de signalisation cela se produit.
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Figure 1.7 Inflammation et stress oxydatif lors d’une plaque d’athérome.

Il se produit une surproduction des molécules d’adhésions vasculaires (P-selectin,
ICAM, VCAM) qui facilite la liaison et I’adhésion des monocytes a I’endothélium, en
plus de la syntheése de MCP1 par les cellules endothéliales et de leur liaison aux
récepteurs d’activation des monocytes CCR2 (étape 1). Le LDL absorbé par
I’endothélium est transformé en Ox-LDL par ’action des ROS. Apres avoir migré a
travers 1’endothélium, les monocytes se différencient en macrophages en présence de
différents facteurs tel que MCSF (étape 2). Ces macrophages nouvellement constitués
accumulent des ox-LDL a travers 1’absorption des récepteurs (CD-38 et SR-A) ce
qui forme des cellules spumeuses (étape 3). L’interaction entre les cellules spumeuses
et les cellules de I’inflammation (cellules T) ménent a la production de facteurs de
I’inflammation ce qui permet la migration des cellules musculaires lisses vers
I’intima pour ainsi former la néointima (étape 4).

ICAM, InterCellular Adhesion Molecule; CCR2, C-C chemokine receptor type 2;
VCAM, Vascular cell adhesion protein; MCP1, monocyte chemotactic protein-1; Ox-
LDL, Oxidized LDL; MCSF, Macrophage colony-stimulating factor; CD38 (cluster
of differentiation 38) SR-A Scavenger Receptor Class A.

(Smith A. Curr. Opin. Pharmacol. 2009;9:109-118)
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1.7 Objectifs de la présente étude

Comme indiqué plus haut, les vasoconstricteurs, et en particulier ’ET-1, sont
des molécules actives et trés puissantes, par leurs capacités a réguler diverses
fonctions cardiovasculaires en jouant un rdéle physiologique important mais
également dans certaines pathophysiologies. L’ET-1 active de multiples voies de
signalisation, notamment les MAPK et PI3-K/PKB qui interviennent dans les
réponses hypertrophiques et prolifératives dans les CMLV. En outre, Sirt-1
contribuant au maintien de 1’équilibre contre les MCV, agit comme un agent anti-
hypertrophique et anti-prolifératif dans de nombreux types cellulaires. Il apparait étre
donc une cible potentielle, puisque durant ’HTA une diminution d’expression de
Sirt-1 dans les CMLV est enregistrée. Le mécanisme précis par lequel Sirt-1
contribue a la cardioprotection et comment les réponses physiologiques et son
association a divers facteurs, tel que ET-1, peuvent moduler ses effets dans les
CMLYV demeurent inexplorés. Par conséquent, les études suivantes permettent d’avoir

une idée afin de mieux saisir ce processus. Ainsi, 1'objectif des présentes études était:

Dans un premier temps de déterminer le lien existant entre Sirt-1 et ET-1
durant I’hypertrophie et la prolifération cellulaire. Par conséquent, le premier objectif
de notre présente étude est d'examiner dans les CMLV, I’'implication potentielle de la
protéine Sirt-1 dans la signalisation induite par [’activation d’ET-1. Dans un
deuxiéme temps, pour mieux comprendre le mécanisme moléculaire par lequel I’ET-

1 agit et module son effet prolifératif et hypertrophique, notamment en y impliquant
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celle de Sirt-1, on a essayé de voir pour commencer, par quel récepteur (ETA/ETg)

cela se produisait, en utilisant des inhibiteurs de ces récepteurs.
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CHAPITRE 2:
PRESENTATION DES
RESULTATS
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Matériels et Méthodes
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Anticorps et réactifs:

Les réactifs de culture cellulaire ont été obtenus auprés d’Invitrogen Corp. (Grand
Island, NY, Etats-Unis). La protéine d’ET-1 recombinant humaine a été achetée chez
American Peptide Inc. (Vista, CA, Etats-Unis). L’anticorps spécifique anti-Sirt-1, et
I’anti-PB-actine, ainsi que la peroxydase de raifort conjugué a I’anticorps de chévre

anti-immunoglobuline de souris étaient de Santa Cruz Biotech (Santa Cruz, CA,
Etats-Unis). L’anticorps de Sirt-3 est de Cell Signaling (Beverly, MA, Etats-Unis). Le
kit de détection de chimioluminescence amplifiée (ECL) est d’Amersham Pharmacia
Biotech (Baie d’Urfé, Qc, Canada).

Culture et stimulation des CMLYV:

Les CMLV A-10 sont dérivées de l'aorte de rat embryonnaire thoracique et celle
isolées de rats Sprague Dawley (SD) ont été maintenues en culture avec du
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) contenant 10% de sérum fcetal bovin
(FBS) et 1% de pénicilline et de streptomycine (PS), a 37 © C dans une atmosphere
humidifiée a 5% CO2. Les cellules ont été cultivées jusqu'a confluence de 80-90%
dans des plaques de 60 mm et incubées dans du DMEM sans sérum 5 heures avant le
traitement avec les inhibiteurs et ’ET. Elles ont été soumises deux fois par semaine a
la récolte avec la trypsine/EDTA. Toutes les cellules utilisées avaient un passage

entre 5 et 10.
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Isolation des cellules :

Les rats adultes males, SD (14 semaines) étaient placés dans des cages en plastiques
sous un cycle de 12 heures de lumiére et d’obscurité a 23 + 2 °C avec une nourriture
réguliére de laboratoire. Les animaux ont été tués a la guillotine, puis leur aorte a été
prélevée. Celle-ci a ¢été débarrassée du gras. L’aorte est ensuite coupée
longitudinalement, et déposée dans des tubes avec de la collagénase I (3 mg/ml) et du
DMEM sans FBS, puis laissée a 37 °C durant 30 minutes. Suite a cela, 1’aorte est
transférée dans un pétris contenant du DMEM, du FBS 10% et du PS 2%. L’intérieur
de ’aorte est gratté avec un instrument afin de retirer les cellules endothéliales. Elle
est nettoyée avec du DMEM, coupée en petit morceaux puis déposée dans un tube
contenant 15 ml de milieu DMEM sans FBS avec de la collagénase III (1 mg) et de
I’¢lastase (1 mg). Le mélange est laissé a 37° pendant 1h ensuite il est centrifugé 3
min a 250 g. Le surnageant est aspiré et le culot est trituré avec du DMEM
supplémenté avec du FBS. Ce mélange est ensuite déposer dans des pétris en
déposant 2 ml du mélange avec 10ml de milieu de culture contenant du DMEM, du
FBS et de la PS puis laisser des pétris dans un incubateur pour débuter la culture
cellulaire de CMLV.

Immunoblot:

Les cellules incubées en absence ou en présence de différents agents ont été lavées
deux fois avec du PBS glacé et lysées dans 200 pl de tampon (25 nM Tris-HCI, pH

7.5. 25 mM NaCl, ImM Na orthovanadate, 10mM Na fluoride, 10 mM Na
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pyrophosphate, 2 mM benzamidine, 2 mM ethylenebis (oxyethylenenitrilo)-
tetraacetic acid (EGTA), 2 mM ethylenediamine-tetraacetic acid (EDTA), 1 mM
phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF), 10 pg/ml aprotinin, 1% Triton X-100, 0.1%
sodium dodecyl sulfate (SDS) et 0.5 pg/ml leuleptin) sur la glace. Les cellules ont été
grattées, recueillies et centrifugées a 12.000 g pendant 10 minutes a 4°C pour
¢liminer les matieres insolubles. Les concentrations de protéines ont été mesurées en
utilisant un dosage Bradford. Des quantités égales de protéines ont ét¢ soumises a un
gel de SDS-polyacrylamide (SDS-PAGE) de 7,5%, puis transféré sur les membranes
de difluorure de vinylidéne (PVDF) (Millipore, MA, Etats-Unis). Les membranes ont
¢été bloquées 1 heure avec du PBS-Tween 20 contenant 5% de lait écrémé en poudre a

température ambiante, puis incubées une nuit & 4°C avec des anticorps primaires
respectifs : monoclonal Sirt-1 (1 :2000), Sirt-3 (1 :2000) et B-actine (1 : 20000)). Le

complexe antigéne-anticorps est détecté par I’anticorps secondaire conjugué a la
peroxydase du raifort (HRP), et les bandes de protéines ont été visualisées par ECL.
L'intensité¢ des bandes a été quantifiée par analyse densitométrique en utilisant les
logiciels Quantity One et Graphpad Prism 5.

Statistiques:

L'analyse statistique a été effectuée par one-way, analyse de variance a mesures
répétées (ANOVA) suivie d'un test post hoc de Tukey. Toutes les données sont
rapportées comme moyenne + SE. Les différences entre les moyennes ont été

considérées comme significatives a P <0,05.
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Résultats
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Expression de Sirt-1 en fonction du temps dans les CMLV

La protéine d’ET-1 active les voies de signalisation via ses récepteurs GPCR, et
notamment, elle permet la transactivation au R-TK. Ce dernier est notamment
impliqué dans la diminution d’expression de Sirt-1. Pour cette raison, nous avons
voulu savoir si la stimulation avec ’ET-1 sur des cellules isolées de 1’aorte (culture
primaire) de rats SD ainsi que sur des cellules embryonnaires immortalisées de rat
(A10) pouvait permettre d’en arriver au méme résultat. Il est connu que la stimulation
des CMLV par ’ET-1 peut mener a différentes réponses intracellulaires en activant
diverses cascades de signalisation et notamment PKB. Ainsi, les résultats démontrent,
qu’apres stimulation, le niveau d’expression de Sirt-1 diminue progressivement au
cours du temps, mais de manicre significative apreés 1 heure chez les A10 et des 30
min dans les cultures primaires de rat SD (Fig. 1A). Les cellules immortalisées A10
ont une prolifération et migration cellulaire plus grande que celles des SD ainsi que
des mécanismes intracellulaires qui peuvent étre différents. Tout cela influence la
durée de diminution de Sirt-1 entre ces deux types cellulaires. De plus, cette
diminution d’expression est spécifique a Sirt-1, puisque le niveau d’expression de
Sirt-3 ne change pas au cours du temps (Figl.A). Il est aussi intéressant de noter que
I’effet d’ET-1 est observé autant avec les cellules immortalisées (A10) que les

cellules de culture primaire (SD).
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Effet des antagonistes du récepteur ET-1, BQ123/788, sur la suppression de
Pexpression de Sirt-1 induite par ET-1 dans les CMLV

Nous venons de démontrer que la stimulation des cellules par ET-1 via ses
récepteurs a un effet sur la signalisation induisant la diminution d’expression de Sirt-
1 chez les CMLV de SD et les A10. Cependant, pour la suite de nos expériences nous
choisirons de travailler avec les A10, puisque ce sont les types cellulaires pratiquent a
utiliser. De ce fait, il est essentiel de déterminer quel récepteur est impliqué afin de
pouvoir déterminer dans 1’avenir quelle protéine il est judicieux de cibler. Aprés avoir
préincubé nos cellules pendant 30 minutes avec les inhibiteurs BQ 123 et 788
respectivement inhibiteurs des récepteurs GPCR ETa et ETg, les cellules ont été
stimulées pendant deux heures avec I’ET-1. Nous avons clairement pu voir une
diminution d’expression de Sirt-1 malgré la présence de 1’inhibiteur BQ 788, mais
une expression normale dans les cellules préincubées avec le BQ 123. En 1’absence
d’ET-1, BQ 788 et BQ 123 seul n’ont aucun effet sur les cellules CMLV [193]. Nos
résultats nous permettent d’affirmer qu’ET-1 diminue I’expression de Sirt-1 apres

deux heures via les récepteurs ETa.
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Légende des figures

Figurel. Expression de Sirt-1 en fonction du temps dans les CMLV.

A. Les cellules A-10 sont mises au repos dans un milieu sans sérum durant 5 heures
puis elles sont ensuite traitées avec 100 nM d’ET-1 pour des périodes déterminées B.
Les cellules SD sont mises au repos avec un milieu sans sérum puis par la suite, elles
sont traitées avec 100 nM d’ET-1 pour des périodes de temps déterminées. Les lysats
cellulaires ont été¢ préparés et incubés avec 1’anticorps Sirt-1 et Sirt-3 (panneau du
dessous). Les membranes PVDF contenant nos protéines sont aussi analysées avec la

B-actine. Les diagrammes (panneau du dessus) représentent la moyenne des données
quantifiées par balayage densitométrique des bandes de protéines indiquées dans le
panneau inférieur. Les valeurs sont la moyenne + SE de 6 transferts de Western blot
distincts, de 3 expériences indépendantes qui ont été effectuées en double exemplaire,
et sont exprimées comme l’augmentation d’expression de la protéine par rapport a
I’expression basale, qui est pris comme 1. Aucun résultat n'a été¢ exclu. Chaque
résultat est comparé au contrdle P <0,05 est considéré comme statistiquement
significatif par rapport a ET-1 seul. * Indique que P <0,05, ** indique que P <0,005,
et *** indique que P <0,0005.

Figure 2. Effet des antagonistes du récepteur ET-1, BQ123/788, sur I’expression
de Sirt-1 induite par ET-1 dans les CMLYV (A10).

A. Les cellules A-10 sont mises au repos dans un milieu sans sérum durant 5 heures
puis elles ont ensuite été prétraitées avec ou sans 10 uM de BQ 123 et BQ 788 durant
30 minutes, suivies par le traitement de 100 nM d’ET-1 durant 120 min. Les lysats
cellulaires ont été préparés et incubé avec 1’anticorps Sirt-1 (panneau du dessous).

Les membranes PVDF contenant nos protéines sont aussi analysées avec la [B-actine.
Les diagrammes (panneau du dessus) représentent la moyenne des données
quantifiées par balayage densitométrique des bandes de protéines indiquées dans le
panneau inférieur. Les valeurs sont la moyenne + SE de 6 transferts de Western blot
distincts, de 3 expériences indépendantes qui ont été effectuées en double exemplaire,
et sont exprimés comme [’augmentation d’expression de la protéine par rapport a
I’expression basale, qui est pris comme 1. Aucun résultat n'a été exclu. Chaque
résultat est comparé au controle. P <0,05 est considéré comme statistiquement
significatif par rapport a ET-1 seul. * Indique que P <0,05, ** indique que P <0,005,
et *** indique que P <0,0005.
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ET-1 est le peptide vasoconstricteur le plus puissant qui a été découvert, il y a
a peine 25 ans [9]. Diverses études ont été réalisées au cours des années qui ont suivi
afin de clarifier le role physiologique et physiopathologique d'ET-1 dans les systémes
multiples du corps, mais de nombreuses questions restent néanmoins encore en
suspens. Dans le systéme vasculaire, I’ET-1 joue un réle de vasoconstriction basal
(role tonique) et une surproduction d’ET-1 a été suggérée parmi les facteurs
contribuant a l'apparition de maladies vasculaires comme [I'HTA, les
cardiomyopathies et l'athérosclérose [76]. L’ET-1 contribue aussi a la force et au
rythme de contractilité du myocarde, l'insuffisance cardiaque, les maladies rénales et
endocriniennes [13;76]. Basé sur des données expérimentales, certains traitements
sont susceptibles d'inhiber les altérations fonctionnelles et structurelles induites par
ET-1 dans le systeme vasculaire [194]. Malgré les récentes progressions pour
diminuer les effets néfastes d’ET-1, une meilleure connaissance sur ses voies de
signalisation intracellulaire serait importante pour 1'élaboration d'agents
thérapeutiques spécifiques a l'encontre des éléments essentiels de signalisation
impliqués dans le remodelage vasculaire. L’ET-1 provoque ses effets a travers la
stimulation de ses GPCR qui conduisent a ’activation et la phosphorylation de
diverses protéines comprenant aussi bien les protéines kinases de la famille Raf, que
les kinases lipidiques de la famille la PI-3K [195]. Ces deux voies sont impliquées
notamment dans la croissance, 1’hypertrophie et la prolifération cellulaire, des

phénomenes important par lesquels 1'ET-1 développe les pathologies rencontrées

69



durant I’HTA et les MCV. En paralléle, il est également connu a travers plusieurs
¢tudes réalisées dans les CMLV qu’ET-1 ¢tait capable d'induire une variation de la
synthése des protéines et de ’ARNm [84]. D’autres études ont démontré le role
important que pouvait avoir une plus faible expression de certaines protéines dans
I’hypertrophie et la migration cellulaire durant ’HTA [191], ce qui laisse penser une
implication possible des protéines, tels que les HDAC, dans la variation d’expression
des genes et d’expression de protéines. Parmi les HDAC, Sirt-1 est la plus étudiée et
la plus impliquée dans les pathologies en général, et particuliecrement celles

concernant les MCV [196].

Bien que la régulation de Il'activation de Sirt-1 ne soit pas encore
complétement connue, plusieurs voies cellulaires ont été identifiées dans différentes
conditions. La restriction calorique, l'exercice et le stress oxydatif ont été identifiés
comme des facteurs importants dans la variation d’expression de Sirt-1. Il a alors été
constaté que la surexpression de Sirt-1 peut inhiber la prolifération et I’hypertrophie
des CMLYV, qui sont considérés comme des contributeurs essentiels a 1'athérosclérose
et aux MCV. Par exemple, la surexpression de Sirt-1 dans des CMLV a diminué
I'hypertrophie de ceux-ci malgré la stimulation par I'Ang II [197]. L’expression et
l'activation de Sirt-1 dans les cellules est alors cruciale, car elle confére une

protection observée des cellules telles que les cardiomyocytes.

Dans notre étude, on observe qu’une exposition de deux heures a I’ET-1

entraine une diminution des niveaux de Sirt-1 dans les cellules vasculaires de muscles
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lisses. Une diminution aussi rapide de la concentration d’une protéine suggére
I’activation de mécanisme de dégradation Sirt-1. L’ ARNm de Sirt-1 est stabilisé¢ par
différents processus, entre autre par des protéines (tel que I’antigéne humain R
(HuR)) qui s’associent a ’ARNm pour en conserver 1’expression. L’altération de ce
processus diminue la stabilité¢ de ’ARNm de Sirt-1 et mériterait d’étre exploré [198].
De plus, les protéines Sirt-1 lorsqu’elles sont phosphorylées, cela active leur
ubiquitination ce qui va induire leur dégradation par le protéasome, il serait alors
aussi important de voir si dans notre cas, cette voie est présente dans la diminution

d’expression de Sirt-1 aprés stimulation des CMLV par ET-1 [199].

L’expression de Sirt-1 peut aussi étre modifiée par certaines protéines de
liaison a I’ARNm, qui peuvent se lier a la région non traduite en 3' de I'ARNm de
Sirt-1, ce qui conduit a la stabilisation et a la régulation positive de 1’expression de
Sirt-1 [200]. Cependant, lors d'un stress oxydatif, suite a une stimulation des cellules,
les protéines de liaisons sont phosphorylées, ce qui entraine la dissociation de
I'ARNm de Sirt-1 avec ses protéines de stabilisation, puis conduit a la dégradation
d’ARNm et a une diminution de son expression [201]. La cytoprotection de Sirt-1 a
été suggéré comme un facteur de la réduction du risque de maladie coronarienne
[202]. Dans les cellules endothéliales, Sirt-1 peut aussi servir comme un facteur anti-
athérosclérose, en diminuant les risques vu par une haute teneur en gras résultant
d’une dysfonction cellulaires endothéliales vasculaires qui porte atteinte a 1'intégrité

de l'endothélium et qui favorise une plaque d'athérome [203]. Les cellules
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endothéliales dysfonctionnelles ménent également a I'activation des plaquettes et des
thrombus des vaisseaux. Donc, contrairement aux effets néfastes vus sur ces
événements par la surexpression d’ET-1, celle de la protéine Sirt-1 peut en revanche
protéger les cellules endothéliales du stress oxydatif et de 1'apoptose constamment
présent lors de ’'HTA [204]. L'activation de Sirt-1 améliore également a travers la
régulation de DI’expression d’eNOS, la production du NO [205]. En outre, les
propriétés antiplaquettaires de Sirt-1 peuvent, a I’inverse d’ET-1, contribuer a
prévenir l'athérosclérose et fonctionner comme un élément important pour se protéger
des MCV [206]. Ceci a été récemment démontré lors d’une ligature de 1’artére
carotide, mimant 1’effet d’'une HTA et ou se produit suite a cela une augmentation de
vasoconstricteurs, les chercheurs ont pu constater qu’il y avait une diminution de Sirt-
1, ainsi qu’une augmentation de la prolifération et de la migration cellulaire. D’autres
études ont montré que Sirt-1 joue un role essentiel dans la régulation de la diffusion
des signaux de certains facteurs de croissance, de cytokines et de vasoconstricteurs

tels que le TNF-a et Ang-II présents en plus grande quantité lors de MCV [168;189].

La participation de Sirt-1 dans 1’activation de voies de signalisation de divers
facteurs, et notamment de constricteurs est unanime, mais cela n’a jamais été
démontré pour le plus puissant d’entre eux, ET-1, dans les CMLV lors de MCV.
C’est dans cette optique que nous avons décidé d’étudié le role et le lien que pouvait
avoir Sirt-1 et ET-1 qui sont des acteurs clés dans la médiation des éveénements

cellulaires. Dans cette étude, nous avons utilisé deux stratégies différentes: La
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stimulation des CMLV par ET-1 en fonction du temps, et des inhibiteurs
pharmacologiques classiques. Cette étude est la premicre a signaler une action d’ET-1
sur la protéine Sirt-1 dans les CMLV normales et différenciés, SD et A10 (fig.1. A et
B) et cela de maniére spécifique, car Sirt-3, une HDAC de méme classe que Sirt-1,
n’a pas subi de variation d’expression (Fig.1. A). Cependant, la contribution de la
modulation d’expression de Sirt-1 induit les voies de signalisation dans les CMLV
demeure obscure et doit étre clarifiée. Par conséquent, dans la seconde approche de
notre étude, nous avons étudié le rdle des récepteurs d’ET-1 sur I’expression de Sirt-
1. L’inhibition du récepteur ETa a permis d’abolir la diminution d’expression de Sirt-

1 (Fig.2) dans les CMLV. Cette constatation appuie l'idée que Sirt-1 joue un role dans
la signalisation induite par ET-1 dans les CMLV. La [-actine, une protéine de

structure, est présente en égal quantité dans chaque puit, ce qui nous garantit une

concentration de protéine stable et également dosée.

Au terme des contributions connues par ces deux protéines (ET-1, Sirt-1), il
peut étre suggéré qu’une plus faible expression de la protéine Sirt-1 via I’activation
par ET-1 des voies de signalisation peut permettre de contribuer a la régulation de
divers processus cellulaires, y compris la croissance cellulaire, la prolifération,
I'hypertrophie et la survie dans les CMLV. Ainsi, l'inhibition de Sirt-1 peut étre une
bonne stratégie pour prévenir ou traiter les troubles physiologiques durant I’HTA.
L’activation de Sirt-1 contrairement a ET-1, assure par exemple, la protection

cellulaire contre le stress oxydatif et la production des ERO, un mécanisme clé dans
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la progression de nombreuses pathologies, incluant les MCV. Plusieurs cibles de
signalisation cellulaire de Sirt-1 récemment identifiées peuvent potentiellement
réduire les risques de MCV. Pourtant, il est clair que Sirt-1 module un ensemble
complexe de voies en aval qui peuvent étre essentiels pour déterminer a la fois la
survie des cellules et la longévité cellulaire. En outre, Sirt-1 semble fonctionner
comme une voie strictement réglementée qui varie selon son niveau d'expression et
qui peut étre bénéfique aux cellules cardiaques au cours de l'exposition aux
pathologies telle que ’HTA. Par conséquent, les travaux futurs dans ce domaine au
cours des prochaines années sont nécessaires pour surmonter les défis importants ou
il sera essentiel de comprendre l'interaction entre Sirt-1, les vasoconstricteurs et les
voies associées dans le systeme cardiovasculaire, afin d'identifier des cibles
thérapeutiques potentielles pour les systémes cardiovasculaires et d’éliminer, ou tout

au moins, limiter les conséquences nuisibles qui peuvent en découler.
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Conclusions et perspectives
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Cette étude nous a permis de découvrir un mécanisme d’action d’ET-1. Dans
I'ensemble, les résultats que nous avons présentés dans ce mémoire suggeérent que
I’ET-1 active les voies de signalisations chez les CMLYV via le récepteur ET afin de
diminuer spécifiquement au cours du temps 1’expression de la protéine Sirt-1, et cela
se fait de maniére significative aprés deux heures d’exposition a ’ET-1. Méme si
nous avons souligné le réle important d’ET-1 dans la phosphorylation et 1’activation
chez les CMLYV, il reste beaucoup a connaitre sur sa régulation, ses implications et
son mode d’action. Nos prochaines recherches porterons sur le réle que pourraient
avoir les Receptor protein tyrosine kinase (R-PTK) et les voies de signalisations
impliquées dans les réponses hypertrophiques et prolifératives induites par I’ET-1 et
les facteurs de croissance, dans la diminution de la quantité au cours du temps de
Sirt-1 dans les CMLV. Il sera aussi important de tester le role du protéasome et la
stabilit¢ de I’ARNm de Sirt-1. Clarifier ces points nous aidera a mieux comprendre,
les facteurs et mécanismes potentiellement impliqués dans le mode d’action d’ET-1

sur la diminution d’expression de Sirt-1 induite dans les CMLV.
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Voies de signalisations

l

Diminution d’expression de Sirt-1

Figure 3.1 Schéma d’un modele hypothétique résumant P’action d’ET-1 sur
Sirt-1 via les voies de signalisation dans les cellules musculaires lisses
vasculaires.

La capacit¢ d'ET-1 a lier ses récepteurs membranaires GPCR, induisent en aval
diverses voies de signalisation. Les récepteurs ETa, stimulés par ’ET-1, vont activer
différentes voies de transmission du signal, aboutissant a la diminution de
I’expression de Sirt-1 dans les CMLV.
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