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Résumé

Comme le GMPc exerce des effets anti-hypertrophiques sur les cardiomyocytes, nous
avons testé si cet effet pouvait s’exercer en partie via des effets sur les régulateurs de la
synthése protéique. En utilisant des cultures primaires de cardiomyocytes de rats
adultes, nous avons d’abord observé que ’accumulation de protéines de novo était
stimulée tant par I’insuline (Ins) que la phényléphrine (PE), mais que la préincubation
des cellules avec le 8-Br-GMPc (10™*M) prévenait uniquement I’effet de la PE. 1l est
connu que I’Ins régule la synthése protéique principalement via une voie rapamycine-
sensible, alors que I’effet de la PE peut étre en partie rapamycine-indépendant. Nous
avons donc testé I’effet de GMPc sur la phosphorylation des résidus thrd21/ser424 (dont
la phosphorylation peut étre rapamycine-indépendante) de la kinase p70 S6K1 et du
résidu thr389 (dont la phosphorylation est rapamycine-dépendante) de cette méme
kinase. Nous avons ainsi observé que la PE et ’Ins induisent la phosphorylation tant
des résidus thr421/ser424 que de thr389. Alors que le GMPc a inhibé la phosphorylation
des résidus thr421/ser424 par la PE, il n’avait pas d’effets sur la phosphorylation de ces
deux résidus par I’Ins, ni sur la phosphorylation du résidu thr389 par la PE ou I’Ins.
Nous avons également confirmé que la phosphorylation des résidus thr421/ser424 suite
au traitement a la PE (au contraire de celle induite par 1’Ins) n’était pas sensible a la
rapamycine. Finalement, comme d’autres auteurs ont rapporté que ’activation des
kinases PKC® et/ou PKCe était nécessaire pour transduire l’effet de la PE sur la
phosphorylation de S6K1, nous avons testé si le 8-Br-GMPc pouvait interférer avec les
effets de la PE sur PKCS et PKCe. Nos résultats indiquaient que PE induit la
translocation de PKCS et PKCe vers la membrane des cardiomyocytes, mais que cet
effet est inhibé par I’ajout du 8-Br-GMPc aux cellules. Au total, ces resultats indiquent
que les effets anti-hypertrophiques du GMPc au niveau cardiaque pourraient s’expliquer
(du moins en partie) par des effets au niveau de molécules spécifiques impliquées dans
la régulation de la synthése protéique.

Mots clés

Cardiomyocytes adultes, hypertrophie ventriculaire, phényléphrine, insuline, GMPc,
synthése protéique, S6K1, PKC, rapamycine.
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Abstract

As cGMP exerts anti-hypertrophic effects on cardiomyocytes, we tested if this effect
could be exerted partly via regulators of protein synthesis. By using primary cultures of
cardiomyocytes of adult rats, we initially observed that the accumulation of proteins de
novo was stimulated by insulin (Ins) and phenylephrin (PE), but the incubation of the
cells with 8-Br-cGMP (10*M) prevented only the PE effect. It is known that Ins controls
the protein synthesis mainly via a rapamycin-sensitive pathway, whereas the effect of PE
can be partly rapamycin-independent. We thus tested the effect of ¢cGMP on the
phosphorylation of thr421/ser424 residues of the kinase p70 S6K1 and the thr389
residue of this same kinase. We observed that PE and Ins induce the phosphorylation of
thrd21/serd24 residues as well as of thr389. By adding 8-Br-cGMP to the cells, we
prevent only the phosphorylation of thr421/ser424 residues by PE. cGMP had no effect
in the phosphorylation of thrd421/ser424 residues by Ins, neither the phosphorylation of
thr389 residue by PE and Ins. We confirmed also that the phosphorylation of
thr421/serd24 after PE treatment (in contrast to insulin treatment) was not sensitive to
rapamycin. Finally, as of other authors reported that the activation of PKC3 and/or PKCe
kinases was necessary for the transmission of PE effect on S6K1 phosphorylation, we
tested if 8-Br-cGMP could interfere with the effects of PE on PKC3 and PKCe
activation. Our results indicate that PE induces the translocation of PKC3 and PKCe
towards the membrane of the cardiomyocytes, but this effect is inhibited by the addition
of 8-Br-cGMP to the cells. On the whole, these results indicate that the anti-hypertrophic
effects of cGMP at the cardiac level could be explained (at least partly) by affecting on

specific molecules implicated in the regulation of the protein synthesis.

Key words
Adult cardiomyocytes, ventricular hypertrophy, phenylephrin, insulin, cGMP, protein
synthesis, S6K 1, PKC, rapamycin.
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Chapitre I-INTRODUCTION

1. L’hypertrophie cardiaque

Les maladies cardiovasculaires sont la principale cause de mortalité dans les pays
industrialisés (1). Dans ce contexte, I’hypertrophie du ventricule gauche (HVG) apparait
étre une condition qui revét une certaine importance, car elle a été identifiée comme un
important facteur de risque de morbidité et de mortalité cardiovasculaire (1;2). Le cceur
s’hypertrophie notamment suite 4 une surcharge de pression artérielle ou de volume
veineux (3) qui peuvent accompagner certaines maladies (4). Ceci a amené certains a
considérer qu’a court terme, ’HVG constitue un mécanisme d’adaptation aux surcharges
(5). Par contre, a long terme, cette condition augmente d’une fagon importante le risque

d’insuffisance et/ou d’arythmie cardiaque (1).

1.1. Définition de I’hypertrophie

Le terme hypertrophie caractérise en général la croissance d’une cellule en absence
d’une division cellulaire et constitue une forme spécifique de la croissance qui se produit
dans des cellules différenciées de fagon terminale. Dans le cas du cceur, I’augmentation
de la masse cardiaque aprés la naissance est due, en grande partie, a une croissance
hypertrophique, car les cardiomyocytes perdent (pour la plupart) la capacité de se diviser
apreés la naissance (6-8).

L’hypertrophie du myocarde est contrdlée par des médiateurs pro-hypertrophiques
(facteurs de croissance et stress mécanique) aussi bien que par des facteurs anti-
hypertrophiques (9;10). Ainsi, I’hypertrophie peut étre due soit & une prédominance des
médiateurs pro-hypertrophiques, soit & I’inhibition des actions de facteurs anti-

hypertrophiques.
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1.2. Les principales causes de I’hypertrophie cardiaque

Ces derniéres années, de grands progrés ont été accomplis dans l'identification des
multiples facteurs qui exposent une personne au risque d’hypertrophie cardiaque. Entre
autres, certaines maladies comme le diabéte, ’hypertension, I’hypercholestérolémie, des
cardiomyopathies et des problémes rénaux peuvent étre la cause d’une hypertrophie
cardiaque. D’autre part, des facteurs comme le sexe, ’dge, le mode de vie, le degre
d’activité physique et la consommation de sel, de gras, d’alcool ou de tabac sont aussi
des facteurs de risque pour I’hypertrophie (1;2;11;12). Enfin, plusieurs études effectuées
chez I’humain ont montré I’héritabilité de la masse cardiaque (13;14) ce qui suggére un
role trés important de facteurs génétiques dans le développement d’une hypertrophie

(15;16).

1.3. Caractéristiques des cellules durant le processus d’hypertrophie

Aprés la naissance, la cellule musculaire cardiaque perd la capacité de se diviser, ce qui
fait que le coeur s’adapte a une surcharge en augmentant la taille des cardiomyocytes
sans variation dans leur nombre. Il existe deux types de remodelage du cceur aboutissant
a des hypertrophies différentes. Une hypertrophie concentrique, observée lors d’une
surcharge de pression, se caractérise par une sarcomogénése en paralléle (augmentation
de la largeur des cardiomyocytes) aboutissant & une augmentation de I’épaisseur de la
paroi du ventricule (17;18). Parallélement I’hypertrophie excentrique, observée lors
d’une surcharge de volume, se caractérise principalement par une sarcomogénese en
série (augmentation de la longueur des cellules) aboutissant & une cavité ventriculaire

plus grande et plus dilatée (17;19;20).
1.4. Induction expérimentale de I’hypertrophie
Différents modéles animaux d’hypertrophie cardiaque ont permis de comprendre de

nombreux mécanismes au cours des derniéres décennies tant au niveau morphologique

que fonctionnel, pharmacologique ou biochimique. Dans les modeles animaux,



I’hypertrophie cardiaque peut étre induite soit par une infusion de facteurs hormonaux
(tels que les catécholamines ou I’angiotensine) (21;22), soit par une augmentation de la
charge de travail cardiaque. Celle-ci peut consister soit en une augmentation de la post-
charge (tel que lors d’une constriction aortique), soit en une augmentation de la pré-

charge (tel que lors d’une fistule aorto-veineuse) (23;24).

1.5. Expression des génes durant I’hypertrophie cardiaque

Dans les modéles ou I’hypertrophie cardiaque est induite de fagon expérimentale, on
observe généralement une ré-induction de la synthése de protéines normalement
produites par les cardiomyocytes foetaux (25;26), ainsi que de protéines de la matrice
extracellulaire produites par les autres types cellulaires cardiaques (27-29). Ces protéines
sont communément considérées comme des marqueurs biochimiques de I’hypertrophie
cardiaque. Plusieurs études montrent que différents modes d’induction d’hypertrophie
peuvent engendrer différents profils d’expression de génes dans les cardiomyocytes. Par
exemple, aprés induction d’une hypertrophie par surcharge de pression (hypertrophie
concentrique) ou par infusion d’angiotensine II (Angll) ou de norépinéphrine (NE),
I’expression du géne de I’actine squelettique o et celle du géne de la chaine lourde de la
myosine B sont induites. Cependant, I’expression de ces deux génes ne varie pas lorsque
I’hypertrophie induite est de type excentrique (30-32). Une augmentation de |’expression
du géne qui code pour le facteur natriurétique des oreillettes (ANF) semble toujours étre
associée a I’induction d’une hypertrophie cardiaque par des facteurs exogenes

(25;26;30;31).

2. L’ANF et le GMPc

2.1. Les peptides natriurétiques



Le systtme des peptides natriurétiques consiste en une famille de trois ligands
peptidiques endogénes qui possédent des similarités de structure. Les peptides
natriurétiques de type A (ANP; aussi nommé ANF), de type B (BNP) et de type C
(CNP). De plus il consiste en trois récepteurs liés a la membrane : le NPR-A, le NPR-B
et le NPR-C (33-35). Deux de ces récepteurs, NPR-A et NPR-B, sont des récepteurs
couplés a une guanylate-cyclase (GC-A et GC-B) transduisant les actions biologiques
des peptides natriurétiques (36;37). Ces récepteurs forment des tétraméres au niveau de
la membrane cellulaire. Leurs domaines intracellulaires possédent un domaine kinase
suivi d’un domaine catalytique de la guanylate-cyclase par lequel ils sont reliés a la
cascade de signalisation du GMPc (38) (Figurel). Le troisi¢éme récepteur, NPR-C, est

considéré comme jouant principalement un role de clairance.

L’ANF et le BNP sont des hormones cardiaques qui jouent un role important dans
I’homéostasie cardiovasculaire via GC-A (39;40). Par ailleurs, le CNP peut se trouver
dans des variétés des tissus centraux et périphériques (41) ou il agit localement d’une

fagon paracrine/autocrine via GC-B (39;42).
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Figure 1 : Structures et fonctions des peptides natriurétiques et de leurs récepteurs (43).



2.2. Le facteur natriurétique des oreillettes [ou atrial natriuretic factor (ANF)]

2.2.1. Historique de I’ANF

En 1956, Henry et al. ont observé que I’administration d’extraits d’oreillettes cardiaques
a des rats, produisait une diurése et une hypotension, mais 1’administration d’extraits du
ventricule n’avait pas d’effets similaires. Cette observation constituait la premiere
évidence que les oreillettes produisent des substances qui régulent le volume sanguin
(44). D’autre part, en 1964, I’équipe de Palade et al. a démontré que les oreillettes de
toutes les espéces de mammiféres contenaient des granules sécrétoires qui pouvaient
constituer des organelles entreposant de telles substances (45). Enfin, ce n’est qu’en
1981, que 1’équipe de De Bold a suggéré que ces granules contiennent une substance
natriurétique 4 laquelle ils ont attribué le nom de atrial natriuretic factor (ANF)
(46;202).

Le facteur natriurétique auriculaire est une hormone circulatoire synthétisée et sécrétée
par le cceur (47). Ce facteur peut jouer plusieurs roles incluant ceux : (a) de diminuer la
pression artérielle; (b) d’augmenter 1’excrétion de I’eau et des sels; (c) de faciliter le
passage de I’eau du plasma au milieu interstitiel et (d) d’inhiber la libération ou ’action
de plusieurs hormones comme 1’aldostérone, I’ ANG 11, les endothélines (ET), la renine

et la vasopressine (48;49).

2.2.2. LANF et I’hypertrophie cardiaque

Dans des conditions normales, le peptide ANF est produit surtout par les oreillettes du
cceur. En présence de facteurs induisant 'HVG, les ventricules subissent plusieurs
modifications qui ménent a une réinduction de ’expression de plusieurs génes feetaux,
dont I’ANF (47;50;51). Traditionnellement, I’ANF a été considéré comme un marqueur
biologique de "HVG, puisqu’un taux élevé de cette hormone a toujours accompagné les
HVGs induites par plusieurs agents exogénes (52). Cependant, une étude récente de
coségrégation (faite dans le laboratoire d’accueil) sur la progéniture de rats ayant des

pressions artérielles similaires mais des niveaux ventriculaires d’ANF différents a pu



démontrer que des taux élevés d’ANF peuvent étre associés a de faibles masses
cardiaques ventriculaires (53;54). Une explication permettant de réconcilier ces diverses
observations serait que: (a) un taux ventriculaire faible en ANF rend le coeur plus
sensible & s’hypertrophier, et (b) un taux élevé, dans un contexte d’HVG induite par un
agent exogéne, représente un mécanisme de défense cardiaque. Plusieurs autres études,
in vivo, renforcent cette idée. Ainsi, des souris ou le géne Natriuretic peptide precursor
A (Nppa, codant pour le précurseur de I’ANF) est inactif, présentent une augmentation
de la masse cardiaque indépendamment de la pression artérielle (55;56). Un effet
semblable a été trouvé chez des souris KO pour le géne Natriuretic peptide receptor
(Nprl, codant pour le récepteur NPR-A de I’ANF) (33;57). Cependant, ces études ne
permettent pas de conclure si ce phénotype cardiaque résulte d’une action directe de
I’ ANF sur les cardiomyocytes ou est une conséquence indirecte des effets périphériques
de cette hormone (58). A ce sujet, Khichimoto et al. ont croisé des souris KO pour le
géne Nprl avec des souris transgéniques qui sur-expriment le récepteur de I’ANF
spécifiquement dans le cceur. Ils ont démontré que le volume des cardiomyocytes isolés
a partir des cceurs des souris double-transgéniques est plus petit par rapport a celui des
cardiomyocytes isolés a partir des souris KO (58). Ces résultats sont compatibles avec
une action directe de I’ANF sur les cardiomyocytes.

D’autres études faites in vitro, ont également démontré un role anti-hypertrophique de
I’ANF. Ainsi, Calderone et al. ont montré que I’addition d’ANF a des cultures primaires
de ventricules des rats néonataux inhibe la synthése protéique induite par la NE (52). En
2000, Horio et al. ont montré que I’addition d’un antagoniste du récepteur de I’ANF
(HS-142-1) augmente le niveau basal de la synthése protéique ainsi que I’incorporation
des protéines induite par la PE (59). Enfin, en 2003, I’équipe de Ritchie et al. a montré
que I’ANF pouvait antagoniser les effets hypertrophiques de I’Angll sur des

cardiomyocytes adultes de rat en culture primaire (60).

2.3. Le GMP cyclique

Le GMP cyclique (GMPc) est un messager secondaire ubiquitaire. Les enzymes qui

catalysent la formation de GMPc sont les guanylate-cyclases, dont il existe deux



classes : les formes solubles et les formes particulaires. L’oxyde nitrique (NO) active la
guanylate-cyclase soluble située dans le cytoplasme de certaines cellules. Les récepteurs
NPR-A et NPR-B des peptides natriurétiques auriculaires sont des exemples des formes
particulaires (61). Le domaine catalytique de la guanylate-cyclase qu’ils possedent dans
leur région intracellulaire relie les peptides natriurétiques & la cascade de signalisation

du GMPc (43).
2.3.1. Les mécanismes d’action du GMPc¢

Une majorité des études concernant le mécanisme d’action du GMPc a été faite dans des
cellules musculaires lisses. Dans ces cellules, il semble que le GMPc ait trois cibles
intracellulaires principales: des protéines kinases dépendantes de GMPc, des
phosphodiéstérases et des canaux ioniques (61;62). Dans ces cellules, le GMPc induit la
relaxation via la phosphorylation de plusieurs molécules, incluant le récepteur de I’IP3
et le phospholamban. Cette phosphorylation a pour effet d’inhiber la libération de Ca*
ou d’augmenter sa séquestration dans la cellule, ce qui résulte en une relaxation de cette
derniére (63;64). D’autre part, dans les cardiomyocytes, le GMPc peut avoir plusieurs
autres actions telles que celles de: 1) diminuer la contractilité (65;66), 2) réduire la
consommation d’oxygéne (67), 3) inhiber I’échange Na*/Ht (65), 4) diminuer
I’utilisation de glucose (68;69) et 5) diminuer I’activité des canaux calciques du type L

(70;71).
2.3.2. Le GMPc et I’hypertrophie cardiaque

En utilisant divers types de cardiomyocytes en culture, il a été démontré que :

1) Le GMPc atténue !’effet hypertrophique de la NE sur les cardiomyocytes néonataux
de rat (52;72).

2) L’addition de 8-Bromo-GMPc (un analogue du GMPc) peut atténuer Deffet
hypertrophique de I’angiotensine sur les cardiomyocytes adultes de rat (60).

3) Une protéine kinase dépendante du GMPc (PKG1) inhibe la voie hypertrophique

calcineurine-NFAT (par un effet trés en amont de cette voie) (73).



Ces données montrent que le GMPc peut (du moins in vitro) antagoniser les effets
hypertrophiques de diverses hormones sur les cardiomyocytes. Les travaux effectués
dans le laboratoire d’accueil ont confirmé le rdle protecteur du GMPc in vivo. Des souris
transgéniques qui expriment spécifiquement dans le cceur le domaine actif de la
guanylate cyclase ont été faites au laboratoire. Il a été montré que ces souris sont
protégées contre ’hypertrophie induite soit par 1’isoprotérénol, soit par une constriction

aortique abdominale (74).

Prises dans leur ensemble, ces études montrent que 1I’ANF et son messager secondaire
(le GMPc) jouent un rdle anti-hypertrophique dans le cceur. Il existe plusieurs
possibilités pouvant expliquer cet effet. Cependant, comme il a été démontré que le
GMPc peut inhiber la synthése protéique induite par la NE, il se peut qu’une partie des

effets anti-hypertrophiques du GMPc s’exerce via la régulation de la synthése protéique.

3. Synthése protéique

Dans le cceur adulte, les cardiomyocytes sont (pour la plupart) différenciés de fagon
terminale et ont perdu leur capacité a proliférer. La réponse du cardiomyocyte adulte a
un agent hypertrophique représente donc un cas typique d’hypertrophie, ou le contenu

en protéines augmente en absence de division cellulaire (75).

3.1. Généralités sur la synthése protéique

Les protéines constituent plus de la moitié de la masse d’une cellule et elles sont les
molécules les plus actives de la machinerie cellulaire puisqu’elles sont responsables de
la plus grande partie de l’activité biologique. Leur synthése est nécessaire pour
’homéostasie, la division et la différentiation cellulaire (76).

L’ordre linéaire des acides aminés dans chaque protéine détermine leur fonction. Trois
sortes de molécules d’ARN exercant des roles différents coopérent pour aboutir a
I’alignement et au montage des acides aminés. L’ARN messager (ARNm) code

I’information génétique copiée a partir de I’ADN. L’ARN de transfert (ARNt) permet la
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traduction des codons de I’ARNm en acides aminés correspondants. L’ARN
ribosomique (ARNr) se combine avec plusieurs protéines différentes pour former les
ribosomes, structures possédant des sites de liaison pour toutes les molécules qui
interviennent de facon essentielle dans les réactions requises par la synthése des
protéines (77). Les ribosomes, avec leurs protéines spécifiques, et les ARNt qui y sont
attachés peuvent physiquement se déplacer le long d’une chaine d’ARNm pour traduire
son information génétique codée. L’extrémité 5’ des ARNm eucaryotes est un segment
biochimiquement modifié que reconnaissent les protéines qui interviennent dans la
liaison aux ribosomes. Cette structure est nommée structure en « capuchon » (5° Cap)
(78). La traduction de ’ARNm en protéine est composée de trois étapes : L’initiation,
I’élongation et la terminaison, chacune d’elles faisant intervenir des réactions
biochimiques distinctes et importantes (76;77). Au total, ces étapes font intervenir plus
de 200 molécules dont les ribosomes, les ARNt, les ARNm et des protéines appelées
facteurs de traduction. L’initiation est I’étape qui a été plus étudiée. Cette étape nécessite
la présence de la structure en capuchon sur I’ARNm qui constitue un site spécifique pour
le recrutement de facteurs d’initiation de la traduction qui contrdlent la formation du

complexe d’initiation (78).

3.2. Les déterminants du taux de la synthése protéique

Le taux de la synthése protéique est déterminé par 2 facteurs : d’une part, I’efficacité de
la synthése protéique qui correspond au nombre de chaines peptidiques naissantes qu’un
ribosome peut synthétiser et d’autre part, la capacité de la synthése qui correspond a

’abondance relative des ribosomes (75;79).

3.2.1. L’efficacité de la synthése protéique

L’efficacité de la synthése protéique est régulée principalement au niveau de I’initiation
de la traduction, c’est a dire lors de la formation du complexe d’initiation (80). Chez les
eucaryotes, le facteur d’initiation eIF4E reconnait la modification apportée a I’extrémité

5°de PARNm (81). Dans le cas ou la demande de la synthése protéique serait faible,
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elF4E est séquestré par une famille de protéine nommée eucaryotic initiation 4E binding
protein (4E-BP), ce qui empéche ainsi le recrutement de elF4G et par conséquent la
formation du complexe eIF4F nécessaire a la traduction. La protéine 4E-BP devient
phosphorylée en réponse a plusieurs facteurs de croissance, ce qui empéche sa liaison a
elF4E et ainsi le complexe eIF4F peut se former (82).

Dans le cceur le mécanisme moléculaire de la régulation de ’initiation de la traduction
est mal connu bien qu’il semble que des voies sensibles a PI3-K sont impliquées dans

cette régulation (75).

3.2.2. La capacité de la synthése protéique

La capacité de la synthése protéique est déterminée par la régulation de la synthése des
protéines de la machinerie de la traduction, telles que les protéines ribosomales et les
facteurs de traduction. Les ARNm qui codent pour ces protéines montrent une structure
spécifique: une extrémité d’oligonucléotides riche en pyrimidine qui juxtapose
I’extrémité 5’-cap. Cette structure désignée TOP (terminal oligopyrimidine), confére une
traduction sélective de ces messagers en réponse a une variété de stimuli (83-86). Il
existe une grande corrélation entre la sur-expression de TOP ARNm et I’état de
phosphorylation de la phosphoprotéine ribosomale S6. En effet, quand celle-ci est
phosphorylée, elle recrute au ribosome les ARNm qui codent pour les protéines de la
machinerie de la traduction (81). La phosphorylation de la protéine S6 est elle-méme
régulée par la kinase de la protéine ribosomale S6 (S6K1) (76;87-89).

Dans le coeur I’abondance de ribosomes augmente clairement durant I’hypertrophie (90-
92), ce qui indique que la protéine S6K1 joue un rdle trés important dans le phénoméne

d’hypertrophie cardiaque.

3.3. La kinase de la protéine ribosomale S6

3.3.1. Les isoformes de S6K1
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La protéine S6K1 existe sous deux isoformes : I’isoforme p70 et I’isoforme p85. Ces
isoformes sont exprimés a partir du méme messager et différent seulement par 23 acides
aminés a I’extrémité N-terminale de ’isoforme p85; Ces acides aminés jouent le rdle
d’un signal de localisation nucléaire. Ainsi, I’isoforme p85 se trouve souvent dans le
noyau et l’isoforme p70 dans le cytoplasme (93). Les deux isoformes peuvent
phosphoryler la protéine ribosomale S6 et stimuler la biogenése des composants de la
machinerie de la traduction tels que les protéines ribosomales et les facteurs
d’élongation (94;95). Des études récentes faites sur des souris KO pour le géne qui code
pour la protéine S6K1 ont démontré que I’inactivation de ce géne ne change ni ’état de
phosphorylation de la protéine ribosomale S6, ni la traduction des ARNm a extrémité 5’
TOP, mais ces animaux présentent le phénotype d’étre de petite taille. Ces études ont
mené i la découverte d’une autre kinase de la protéine ribosomale S6 qui est la protéine
S6K2. La protéine S6K2 posséde une homologie de 70% avec I’isoforme p70 de S6K1,
mais elle se trouve principalement dans le noyau grice & la présence d’un signal de

localisation nucléaire 4 son extrémité C-terminale (93;96-98).

3.3.2. Les sites de phosphorylation de S6K1

La protéine S6K1 est constituée de cinq domaines : le domaine N-terminal, le domaine
catalytique, le domaine hydrophobique (linker), le domaine auto-inhibiteur et le domaine
C-terminal (Figure 2). Plusieurs sites de phosphorylation sont nécessaires pour
I’activation de cette kinase. En se basant sur leur sensibilité a la rapamycine (une drogue
qui inhibe la voie de mammalian target of rapamycin (mTOR)), ces sites sont divisés en
deux groupes (94;95). Le premier groupe contient les résidus thr229 et ser371 dans le
domaine catalytique et les résidus thr389 et ser404 dans le domaine hydrophobique. La
phosphorylation de ces résidus est sensible a la rapamycine. Le résidu Thr389 se trouve
immédiatement & 1’extrémité C-terminale du domaine catalytique et sa phosphorylation
semble trés importante pour la phosphorylation du résidu thr229 et I’augmentation de
I’activité kinase de la protéine. D’autre part, le résidu thr229 est présent dans la boucle
d’activation du domaine catalytique et il est phosphorylé par la kinase dépendante de

phosphoinositide, phosphoinositide dependent kinase (PDK1) (Figure 2). Le deuxiéme
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groupe comporte les 4 résidus du domaine auto-inhibiteur : ser411, ser418, thrd421 et
ser424. La phosphorylation de ces sites peut étre, dans certains cas, indépendante de la
rapamycine (Figure 2). Ces sites de phosphorylation contiennent la séquence
consensus « ser/thr-pro », ce qui semble indiquer qu’ils peuvent étre phosphorylés par
des kinases qui phosphorylent les résidus sérine ou thréonine qui précédent un résidu

proline (proline-directed protein kinases) comme les MAPKs (96;99;100).

 p—— 1 e ——
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Figure 2: Les sites de phosphorylation de S6KI1. T229 est phosphorylé par PDKI, Ila
phosphorylation du résidu T389 est rapamycine-dépendante et la phosphorylation de résidus
T421/8424 peut étre rapamycine dépendante ou bien rapamycine-indépendante (101;102).

3.3.3. Modele d’activation de S6K 1

L’activation de S6K1 semble se faire en plusieurs étapes, montrant des
phosphorylations séquentielles de sites importantes. Un des modéles proposés est le
suivant : une premiére étape dépendante de calcium serait nécessaire pour libérer
I'interaction entre le domaine auto-inhibiteur et I’extrémité N-terminale, ce qui
faciliterait ensuite la phosphorylation des 4 résidus du domaine auto-inhibiteur par des
kinases dont I’identité exacte n’est pas connue. L’étape suivante impliquerait la
phosphorylation des résidus thr389 et ser371 via une voie sensible a la rapamycine, ce

qui permettrait enfin la phosphorylation de thr229 par PDK1 (Figure3) (103-105).
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Figure 3 : Modéle d’activation de S6K 1. Ce modéle propose une phosphorylation séquentielle de
S6K1: 1) la libération de Dinteraction entre le domaine auto-inhibiteur et Iextrémité N-
terminale, 2) la phosphorylation des 4 résidus du domaine auto-inhibiteur, 3) la phosphorylation
rapamycine-dépendante du résidu thr389 et 4) la phosphorylation du résidu thr229 par PDK1
(103).

3.4. Les principaux régulateurs de la synthése protéique

En général, plusieurs voies de signalisation sont impliquées dans la régulation de la
synthése protéique. Ces voies peuvent controler la traduction principalement via la
régulation des activités des kinases de protéines ribosomales ainsi que des facteurs de
traduction. Les principaux régulateurs de la synthése protéique sont : la kinase de la
protéine ribosomale (S6K1), le facteur d’élongation (eEF2) et les deux facteurs
d’initiation (eIF2B et eIF4E). Ces régulateurs sont activés ou inhibés, en amont, par des
molécules telles que les MAPKs, mTOR, PKB, PDK1, 4E-BP, GSK-3 et autres (75)
(Figure 4).
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Figure 4 : Les principaux régulateurs de la synthése protéique (en gris). En général. I’activation
d’un récepteur tel que le récepteur doué d’activité de tyrosine kinase ou le récepteur couplé a la
protéine G met en action plusieurs molécules qui peuvent affecter positivement ou négativement

les régulateurs de la synthése protéique. Ces molécules incluent les MAPKs, mTOR, PKB,
PDK1, 4E-BP, GSK-3 ¢t autres.

4. Les voies de signalisation qui régulent I’hypertrophie cardiaque

Plusieurs voies de signalisation sont impliquées dans la transduction des signaux
hypertrophiques de stimuli mécaniques et/ou hormonaux, incluant les récepteurs couplés
aux protéines G, les GTPases a faible poids moléculaire (Ras, RhoA, Rac), les MAPKSs,
les PKCs. la voie de calcineurine-NFAT, les cytokines et JAK-STAT et plusieurs
facteurs de croissance (IGF, TGFp, FGF) (106-108). Les mécanismes d’action de ces

diverses voies de signalisation sont résumés ci-dessous.



4.1. Les récepteurs couplés aux protéines G

Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) comportent sept passages
transmembranaires. La liaison du ligand au récepteur met en action une protéine G de
transduction de signal, qui, & son tour active ou inhibe un enzyme effecteur, producteur
d’un messager second intracellulaire (109;110). Le transducteur protéique G tient le rdle
d’interrupteur moléculaire, en position d’arrét quand il est occupé par GDP. La liaison
du ligand au récepteur force la protéine G a libérer son GDP pour fixer du GTP, ce qui
met la protéine interruptrice en position de marche. Une fois chargée de GTP, la protéine
G activée va se fixer 4 un enzyme effecteur qui produira le messager second (Figure 5).
L’hydrolyse du GTP fixé a la protéine remet cette derniére a I’état inactif (position
d’arrét) (109).

Les protéines G sont formées de trois protomeéres : o, B et y. La fixation d’hormone ou
d’agoniste au récepteur enclenche la liaison du dernier 4 la protéine G trimérique de
telle sorte que GDP lié est chassé de Gy et remplacé par GTP. Une fois que le complexe
Ga.GTP est formé, il se sépare du complexe Gg,. Ces deux complexes peuvent ainsi
moduler en aval Pactivité des effecteurs différents (Figure 5) (111;112).

Le protomére G, posséde une activit¢ GTPase intrinséque qui hydrolyse le GTP en
GDP. Le complexe G,.GDP a une affinité trés grande pour Gp, et leur association
termine la transduction du signal via un RCPG (113). L’activité GTPase du protomere
G, peut étre stimulée par des phosphodiestérases ou la phospholipase C. Récemment
d’autres régulateurs de protéines G ont été isolés et ont montré une capacité a stimuler
I’activité GTPase de G, . Ces protéines sont les RGS (regulator of G protein signaling),
dont la translocation vers la membrane cytoplasmique est nécessaire pour inactiver les
protéines G. Chez les eucaryotes, 20 protéines RGS ont €té identifiées; ces protéines
montrent une certaine spécificité de fonction de telle sorte que des RGS différentes se

lient préférentiellement a différentes sous-unités Gy (113).
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Figure 5 : La voie de signalisation des récepteurs couplés aux protéines G. La fixation du ligand
au récepteur catalyse I’échange du GDP en GTP sur le protomére Ga de la proteine G et ainsi la
dissociation entre les deux complexes Ga.GTP et GBy. Plusieurs effecteurs en aval sont activés
dépendamment de la protéine G en action. La phospholipase C (PLC) est activée par Gagq;
L’adénylate cyclase, I’enzyme qui catalyse la synthése de I’AMPc, est activée par Gas et inhibée
par Gai. De plus, GBy peut activer la voie de signalisation des MAPKs, de Ras et de PI13-K
(124).

Dans le systéme cardiovasculaire on peut citer trois classes fonctionnelles principales de
récepteurs couplés aux protéines G :

1) Les récepteurs B-adrénergiques (comme le récepteur de ’isoproterenol) qui sont
couplés a la protéine Gg;s.

2) Les récepteurs cholinergiques (comme le récepteur de 1’acétylcholine) qui sont
couplés a la protéine Gg;.

3) Les récepteurs qui sont couplés a la protéine Gqq incluant les récepteurs o-
adrénergiques (comme le récepteur de la phényléphrine (PE) et de la NE), le récepteur

de I’Angll et celui de I’Et (109;110).
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Malgré le fait que plusieurs protéines G aient été identifiées dans le coeur, plusieurs
études semblent montrer que Ggq jouerait un role prédominant (114;115). In vitro, les
premiéres études faites par Simpson et al. pour comprendre le réle des protéines G ont
indiqué que la NE (Gygq), mais pas I'isoproterenol (Gqs), induit une augmentation de la
taille des cardiomyocytes. Dans ce modéle, une hypertrophie a également €t€ démontre
suite a ’administration de PE, Angll et Et-1 (116;117). D’autres études ont observé que
la sur-expression de la forme active de la sous-unité Goq dans les cardiomyocytes induit
I’hypertrophie. A I’inverse, I’inhibition de cette sous-unité peut prévenir I’hypertrophie
médiée par les récepteurs o-adrénergiques (118;119). In vivo, plusieurs études ont
démontré que des souris transgéniques qui sur-expriment Ggq possédent un phénotype
d’hypertrophie similaire a I’hypertrophie induite par une constriction aortique (120;121).
A Dinverse, Akhter et al. ont rapporté que la sur-expression d’un dominant négatif du
peptide Gyq dans le cceur des souris transgéniques rend ces souris plus résistantes a
I’hypertrophie induite par une constriction aortique (122). D’autres évidences ont été
obtenues a 1’aide d’autres modéles de souris trangéniques. Ainsi, la sur-expression de
RGS4 (dont I’action consiste & inactiver la protéine Gqq) spécifiquement dans le ceeur a
pour effet de réduire ’hypertrophie induite par une constriction aortique (123).

Prises dans leur ensemble, ces études montrent ’importance dans la réponse

hypertrophique des signaux transmis par le biais de la proteine G oq.

4.2. Le facteur de croissance IGF-1

Le facteur de croissance IGF-1 est un peptide qui se lie & un récepteur spécifique doué
d’activité de tyrosine kinase (RTK) (125). Les RTKs forment une vaste et importante
catégorie de récepteurs cellulaires dont les ligands sont des hormones peptidiques ou
protéiques solubles ou membranaires, comme I’insuline ou le facteur de croissance
épithélial (75;106). La liaison du ligand aux récepteurs entraine la dimérisation de ces
derniers ainsi que la phosphorylation des résidus tyrosine de leurs propres domaines
cytosoliques. Certaines tyrosines phosphorylées de ces RTKs se lient a diverses
protéines pourvues de domaines SH2, qui sont soit des enzymes jouant un rble dans la

transmission des signaux (comme la phospholipase C), soit des adapteurs protéiques
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comme GRB2 qui servent de lien physique entre le récepteur et d’autres protéines de
signalisation (106). Dans le cas particulier du récepteur de ’IGF-1, il phosphoryle un
polypeptide nommé IRS1 qui s’attache au domaine SH2 de plusieurs proteines, dont
notamment la PI3- kinase (75).

11 existe 4 types différents de PI3-K; Les isoformes a ,B et 8 activés par la voie des
récepteurs doués d’une activité tyrosine kinase, et I’isoforme y qui peut étre activé par
les récepteurs couplés aux protéines G (126;127). La voie PI3-K joue un réle critique
dans la détermination de la taille des cellules, des organes et du corps. Cette voie est
inhibée, en aval de PI3-K, par la rapamycine (128).

La rapamycine est un macrolide lipophilique qui a été identifié comme un fongicide
isolé a partir de la bactérie streptomyces hygroscopicus (129). En cherchant les
molécules qui peuvent étre affectées par la rapamycine, la molécule nommée farget of
rapamycin (TOR) a été identifiée chez la levure (82). Des études de purification et de
clonage chez les mammiféres ont mis en évidence une protéine de 290-kDa qui joue le
méme role que TOR, d’ol son nom mammalian TOR (mTOR). La rapamycine peut
affecter la croissance cellulaire en formant un complexe inhibiteur avec FKBP12
(FK506-binding protein; MW, 12kDa). Ce complexe se lie avec mTOR et inhibe sa
fonction (130;131). En réponse aux facteurs de croissance et aux acides-aminés, mTOR
peut réguler la machinerie de la traduction via I’activation de la kinase de la protéine
ribosomale S6 (S6K1) et via I’inhibition de linhibiteur du facteur d’initiation eIF4E
(4E-BP1) (Figure 6) (129).
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Figure 6 : La voie de PI3-K. La liaison de facteurs de croissances peptidiques a leurs récepteurs
(RPTKSs) induit une autophosphorylation des résidus tyr dans leurs domaines intracellulaires. La
sous-unité régulatrice (p85) de PI3-K se lie aux résidus tyrosines phosphorylés ce qui active la
sous-unité catalytique (p110) de PI3-K. A son tour, PI3-K phosphoryle (~P) le
phosphatidylinositol 4,5-biphosphate (PtdInsP,) en phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate
(PtdInsP;). Cette phosphorylation induit la translocation de PKB (Akt) vers la membrane
cytoplasmique et sa phosphorylation par PDK1/2. L’activation de PKB méne a la
phosphorylation de p70S6K et PHAS-1(4E-BP1) et ainsi la traduction des protéines via une voie
qui implique mTOR. Les étapes de la transmission du signal de PKB jusqu’a la traduction ne

sont pas trés claires (pointillé) (75).

De nombreuses études ont montré que les effecteurs en aval de I'IGF sont impliqués
dans I’hypertrophie cardiaque. Ainsi, la sur-expression de la forme active de la sous-
unité catalytique de PI3K dans des souris transgéniques entraine une hypertrophie
cardiaque, tandis que la sur-expression d’un dominant négatif de cette méme protéine
montre des souris qui développent des petits coeurs (132). De plus, la stimulation de la
protéine S6K1 par ID’insuline est nécessaire pour Iinduction d’une réponse
hypertrophique (133). L’inhibition de cette méme protéine par la rapamycine bloque

I’augmentation de la synthése protéique et la croissance des cellules en culture en
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présence d’un agoniste (133-135). Enfin, Shioi et al ont montré que 1’administration de
la rapamycine a des souris qui ont subi une constriction aortique inhibe complétement la
phosphorylation de la proteine ribosomale S6 ainsi que I’activité de S6K1, et atténue
I’augmentation de la taille des cellules (129).

Prise dans leur ensemble, ces études indiquent que la voie de signalisation IGF-PI3K-

mTOR-S6K 1 joue un rdle trés important dans la régulation de 1’hypertrophie cardiaque.

4.3. Les GTPases a faible poids moléculaire

Les GTPases sont de petites molécules dont le poids moléculaire est environ de 21kDa.
Dans leur forme inactive, elles se trouvent liées 4 une molécule de GDP. L’activation
d’une GTPase implique sa conversion en une forme pourvue de GTP. Les formes
mutantes de ces protéines sont utilisées pour investiguer leur role dans les processus
cellulaires (136).

Les GTPases sont divisées en 5 familles : Ras, Rho, ARF, Rab et Ran. Ras et Rho sont
les deux familles les plus étudiées dans le cceur. La famille Ras comporte Ras, Rap et
Ral. La famille Rho comporte RhoA, Rac1 et Cdc42 (75;136). Les GTPases peuvent €tre
activées par plusieurs variétés de stimuli. A titre d’exemple, la figure 7 décrit la voie de

signalisation de Ras.

La plupart des études semblent indiquer que Ras, Rac et, de fagon plus limitée, RhoA
sont des molécules prohypertrophiques (106). Ces études ont utilisé la méthode du
transfert d’un géne médié par un adénovirus pour étudier I’implication de ces molécules
dans le phénoméne d’hypertrophie. Autrement dit, ils ont exprimé dans des
cardiomyocytes soit une proteine mutante active de fagon constitutive, soit une protéine
mutante qui joue le role d’un dominant négatif pour la protéine en question
(106;137;138). Ainsi, ’expression dans les cardiomyocytes d’un dominant négatif de
Ras (17N Ras) inhibe I’effet de la PE sur la synthése protéique (137). L’expression de
N17Racl atténue également I’hypertrophie observée lors de 1’addition de la PE sur des

cardiomyocytes en culture (138).
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Figure 7: La voie de signalisation de Ras. Dans les cardiomyocytes, Ras peut étre activé par des
récepteurs couplés a la protéine G (GPCR) et des récepteurs a activité tyrosine kinase (RTK).
Une fois active, Ras peut activer a son tour plusieurs effecteurs en aval dont INK, ERK, p70S6K,
PKC, PI3-K et autres.(106).

4.4. Les MAPKs

Les Mitogen activated protein kinase (MAPKs) sont le point de convergence de
nombreux signaux cellulaires initiés a la membrane. Ces protéines sont régulées par une
cascade de phosphorylation comportant 3 niveaux (MAPK, MAPKK, MAPKKK). Cette
cascade de kinases méne a I’activation de trois sous-groupes de MAPKinases, ERK
(Extracellular-signal-Regulated Kinase), p38 et INK (c-Jun N-terminal Kinase). Les
activateurs en amont de ERK sont principalement MEK1 et MEK2 qui phosphorylent
directement le site (Thr-Glu-Tyr) conservé dans tous les isoformes de ERK. MEK1 et 2
sont eux-mémes activés par Raf-1, A-Raf, B-Raf et MEKK1-4. Les activateurs en amont
de p38 sont MEK3 et MEK6 dont D’activation semble étre faite par PAK, TAKI et
MLK3. Enfin, JNK est phosphorylée par MEK4 et MEK7 qui sont eux-mémes activées
par MEKK 1 et MEKK?2 (Figure 8) (106).
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Figure 8: La voie de signalisation des MAPKs. Dans les cardiomyocytes, cette voie est activée
par les récepteurs couplés aux protéines G (GPCR), les récepteurs a activité tyrosine kinase
(RTK), le récepteur du facteur de croissance TGF (TGFR), les protéines kinases C (PKCs), le

calcium ou le stress (106).

Plusieurs études ont testé 1’hypothése que les MAPKs étaient impliquées dans le
phénoméne d’hypertrophie cardiaque. Les diverses approches utilisées ont inclus la
transfection des cardiomyocytes avec des MAPK-phosphatases (protéines qui
déphosphorylent et inactivent les MAPKSs), la transfection des cellules avec des
dominants-négatifs pour les composants de la voie des MAPKs et I'utilisation des
oligonucléotides anti-sens (139;140). D’abord pour ERK, la plupart des études ont
montré que l’activation de cette kinase est nécessaire pour avoir une réponse
hypertrophique. En utilisant des oligonucléotides anti-sens, Glennon et al. ont montre
que ERK est nécessaire pour I’induction d’une réponse hypertrophique aprés ’ajout de
la PE sur des cardiomyocytes en culture (141). De plus, en utilisant un inhibiteur de

MEK!1 (PD98059), Clerk et al. ont rapporté que ERK est requis dans le processus
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d’hypertrophie (142). Par contre, le groupe de Thorburn et al. ont suggéré un rdle anti-
hypertrophique de ERK dans le coeur. Ainsi, ce groupe a montré que ’activation de la
voie de Ras-Raf-1-ERK est requise pour augmenter [’activité des promoteurs de c-fos et
de I’ANF dans des cardiomyocytes (143-145). Une seule étude a montré que I’activation
de ERK suite & un traitement avec ’ANF est un mécanisme de protection contre
I’hypertrophie (72). En effet, cette étude a montré que: 1) le traitement des
cardiomyocytes néonataux avec ’ANF induit une activation de ERK1/2 et 2) cette
activation est requise pour observer I’effet inhibiteur de I’ANF sur les changements
morphologiques (de la cellule) induits par la PE (72).

Deuxiémement, concernant p38, la plupart des études ont montré que I’inhibition de
I’activité de cette protéine, soit par un inhibiteur pharmacologique (142;146;147) soit
par transfert d’un dominant négatif de p38 (148) dans les cardiomyocytes peut inhiber
I’hypertrophie de ces cellules. Par contre, deux autres études ont indiqué que
I’inhibition de p38 n’est pas suffisante pour atténuer I’hypertrophie des cardiomyocytes
induite par un agoniste (149;150). Il semble donc que p38 soit une protéine
prohypertrophique, mais que son activation seule ne soit pas suffisante pour induire le
processus.

Enfin, plusieurs études ont montré que JNK est un régulateur positif de I’hypertrophie
cardiaque tant in vivo que in vitro (106;146;151). Par contre, deux études ont montré que
I’expression de MEKKI, activateur en amont de JNK, dans les cardiomyocytes est
requise pour I’activité du promoteur de I’ANF (145;152) et atténue I’effet de la PE sur
’organisation de sarcomeres (145).

Pour résumer, il est difficile de tirer une conclusion concernant le rdle des MAPKs
durant le processus d