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Sommaire

Le coeur est capable de s’adapter aux changements hémodynamiques
qui surviennent dans plusieurs pathologies comme [’hypertension artérielle et
I’insuffisance cardiaque. En effet, en situations de surchage de pression et de
volume, le coeur ajuste sa masse et sa forme afin de rétablir le débit sanguin a
un niveau satisfaisant. Cette hypertrophie compensatoire entraine un
remodelage impoﬁant au niveau des ventricules, souvent associé a
I’hypertrophie cellulaire des cardiomyocytes, la prolifération des fibroblastes
et ’accumulation de protéines de la matrice extracellulaire dans le milieu
interstitiel, qui méne a une dysfonction mécanique de la pompe cardiaque. En
plus de I’étirement de la paroi du myocarde, les peptides vasoactifs comme
I’angiotensine II (Ang II) et certains facteurs de croissance peuvent étre
impliqués dans 1’homéostasie morphologique, en partie en contrblant

I’hyperplasie des fibroblastes.

Synthétis€é au niveau du coeur, le peptide natriurétique auriculaire
(ANP) a des propriétés vasodilatatrice, diurétique et natriurétique en plus
d’antagoniser les effets physiologiques de I’Ang II et de la vasopressine. Au
cours de [’hypertrophie cardiaque, la sécrétion importante d’ANP par les
myocytes ventriculaires pourrait agir directement sur le métabolisme des
cellules avoisinantes afin de maintenir la fonction cardiaque. Pour vérifier en
partie cette hypothése, nous avons étudié 1’effet des peptides natriurétiques sur
la prolifération des fibroblastes ventriculaires adultes de rats normaux en

cultures primaires.
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L’ANP et le peptide natriurétique de type-C (CNP) inhibent de 30% la
synthése d’ADN induite par le facteur de croissance dérivé des plaquettes
(PDGF) au niveau des fibroblastes. Au niveau cellulaire, les peptides
natriurétiques réduisent la progression des fibroblastes vers la phase de
synthése (phase S) du cycle cellulaire. Un analogue de guanosine
monophosphate cyclique (GMPc), le 8-Br-GMPc, est aussi capable d’initier
ses effets inhibiteurs, suggérant un mécanisme dépendant de 1’activation de
récepteurs et de la production subséquente de GMPc. De plus, le c-ANP, un
agoniste du récepteur de clairance des peptides natriurétiques (NPR-C), ne
provoque aucun effet. En condition basale, les fibroblastes cardiaques
présentent 95% de récepteur NPR-C, le reste étant les récepteurs natriurétiques
couplés a la guanylyl cyclase, NPR-A et/ou NPR-B. De plus, I’ANP et le CNP
induisent une augmentation de GMPc d’un facteur 7 et 5 respectivement. Mais
aprés 24h de traitement au PDGF, la densité des récepteurs diminue de moitié
et la réponse au GMPc apres stimulation a I’ANP augmente d’un facteur 2.7
tandis que celle au CNP reste la méme. Cette augmentation de la sensibilit€ du
récepteur NPR-A est cependant insuffisante car, a plus long terme, aucun
peptide natriurétique, n’est capable de réduire la prolifération des fibroblastes
cardiaques induite par le PDGF. Seulement une concentration €lévée de 8-Br-
GMPc produit une inhibition modeste de 9%. De plus, aucun peptide
natriurétique ne réduit la sécrétion de fibronectine induite par le PDGF,
suggérant une dissociation de régulation entre les processus mitotiques et les
mécanismes responsables de la sécrétion des protéines de la matrice

extracellulaire.

L’ANP semble donc agir dans les premiers instants de la réplication des

fibroblastes cardiaques aprés I’induction de I’hypertrophie. L’ANP peut y
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jouer un role bénéfique en limitant I’hyperplasie excessive des fibroblastes. Le
mécanisme de cette propriété anti-mitogénique de I’ANP découle de sa liaison

avec ses récepteurs biologiquement actifs entrainant la génération de GMPc

dans la cellule.
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Chapitre Premier: Introduction

1. Organisation cardiaque

1.1. Composition cellulaire du myocarde

Le myocarde cardiaque se divise essentiellement en compartiments
musculaires, vasculaires et interstitiels ot ’on retrouve plusieurs types
cellulaires qui leur sont associés. Les myocytes représentent 75% de la masse
cardiaque mais ne contribuent que pour 33% de la population cellulaire totale
du coeur. En effet, les deux tiers des cellules cardiaques sont composés de
fibroblastes a 90%. Quant aux cellules vasculaires lisses et endothéliales, aux
neurones et autres, elles ne forment ensemble que 10% (Frank et al., 1974;
Zak, 1973). Les cardiocytes et les fibroblastes sont donc les principales
cellules cardiaques. Plus récemment, 1’introduction de techniques d’isolement
et de culture in vitro des cardiomyocytes et des fibroblastes a permis d’étudier
le coeur au niveau cellulaire plut6t que de recourrir aux homogénats du tissu
entier, afin de mieux cerner leur implication intrinséque dans les fonctions

cardiaques.



1.2. La matrice extracellulaire

L’espace interstitiel cardiaque est un systeme complexe formé de
diverses protéines et composantes de la matrice extracellulaire qui s’organisent
en un réseau tridimensionel responsable de la fonction cardiaque (Weber et al.,
1994; Borg et al., 1981). La matrice extracellulaire (ECM) posséde un rdle
critique dans la transmission de I’information provenant de 1’environnement
extracellulaire durant ’apparition et le développement de pathologies affectant
la morphologie, la fonction et le phénotype cellulaires (Borg et al., 1996).
L’intérét d’étudier le comportement de ’'ECM cardiaque est trés récent et
apporte des solutions prometteuses dans le traitement de différentes maladies

cardio-vasculaires.
1.2.1. Composition moléculaire

Les composantes majeures de I’ECM incluent des protéines fibreuses
de type structurale (collagénes), des molécules d’adhésion et d’anti-adhésion
cellulaires telles la fibronectine et la laminine, et des protéoglycans,
macromolécules composées d’un petit noyau protéique lié a plusieures chaines
latérales de glycosaminoglycans. De plus, on retrouve des cytokines, des
facteurs de croissance et des protéases dans le milieu interstitiel (Tableau 1,

d’apres Borg ef al., 1996, Haisong et Dixon, 1996)



Tableau 1. Composantes de la matrice extracellulaire cardiaque. D’aprés Borg
et al. (1996).

Famille Composantes

Collagénes Collagene fibreux (I et I1I)
Membrane basale (I'V)
Collageéne non-fibreux

Glycoprotéines non-collagéniques Fibronectine
Laminine
Tenascine
Entactine

Protéoglycans Sulfate de chondroitin
Sulfate d’héparan
Hyaluronate

Facteurs de croissance IGF-1
bFGF
TGF-p
PDGF

Protéases Meétalloprotéases
Protéases a sérine
Protéases a cystéine

1.2.2. Arrangement anatomique

Les intéractions des composantes fibreuses du collagéne avec les
cellules cardiaques donnent lieu a 1'élaboration d’un réseau tridimensionnel
qui existe selon trois niveaux fondamentaux visibles en microscopie
électronique: 1’épimysium, le périmysium et ’endomysium (Weber et al.,
1994). L’épimysium est localisé le long des couches épicardiales et
endocardiales du myocarde ou il est en continuité avec le périmysium. Ce
dernier est composé de plusieures projections de collagéne fibreux qui
entourent les fibres musculaires, les regoupent en paquets et forment des

interconnections entre ces derniers regroupements. En continuité anatomique




avec le périmysium, I’endomysium forme un réseau qui entoure
individuellement les myocytes avec des entrecroisements qui sont a I’origine
des connections myocyte-myocyte et myocyte-capillaire et qui sont attachés a
des sites spécifiques prés de la bande Z via les récepteurs de la famille des

intégrines (Borg et al., 1996; Weber et al., 1994; Borg et al., 1983).

1.2.3. Roles de fibroblastes

Comme dans la plupart des organes, les fibroblastes cardiaques sont
responsables de la sécrétion des macromolécules de 'ECM (Weber et al.,
1994; Lin et al., 1993; Pelouch et al., 1993; Weber et al., 1989). En plus de
synthétiser et de participer a la déposition des composantes de I'ECM, les
fibroblastes remplissent deux autres roles importants: ils synthétisent et
relachent des enzymes responsables de la dégradation et de 1I’équilibre des
protéines de 'ECM et sont a ’origine des tensions mécaniques sur le réseau
épisymial du collagene (Borg et al., 1996; Laurent, 1987). L’investigation de
I’implication des fibroblastes cardiaques dans les processus hypertrophiques
est plus récente et semble offrir une cible thérapeutique importante (Fareh et
al., 1996; Fareh et al., 1995; Kim et al., 1995; Brilla et al., 1994; Burgess et
al., 1994; Guarda et al., 1994; Sadoshima et Izumo, 1993).



1.3. Structure et fonctions des composantes de la matrice
extracellulaire

1.3.1. Collagénes

Dans le tissu cardiaque adulte, on dénombre cinq isoformes
moléculaires de collagéne: collagéne de types I, I1I, IV, V et VI (Bishop et al.,
1995). En fait, les collagénes fibreux de types I et III comptent pour plus de
90% du contenu total de collagéne dans le coeur (Pelouch et al., 1993). Le
collagéne de type I forme des aggrégats de fibres épaisses, démontre une
capacité d’allongement comparable au fer et compte a lui seul pour 75% du
collagéne cardiaque tandis que le collagéne de type III forme des fibres plus
minces et est beaucoup plus élastique (Weber ef al., 1991; Weber et al.,
1989;). Le collagéne se présente de fagon relativement insoluble dans le
myocardium, probablement a cause des nombreuses interconnections
covalentes qu’il exerce (Iimoto ef al., 1988). A cause des pressions continues
exercées sur les chambres ventriculaires, la rigidité tissulaire conférée par le
collagéne est requise et une perte de structure normale peut entrainer la rupture
des compartiments cardiaques, comme dans un infarctus aigu (Haisong et
Dixon, 1996; Weber et al., 1994). De leur c6tés, les collagenes de types IV, V
et VI ne forment que 10% du collagéne total. Le type IV est localisé au niveau
de la membrane basal des myocytes et des fibroblastes ou il joue un réle
structural de soutien en plus d’un role régulateur de transport et d’adhésion
cellulaire (Bishop et al., 1995; Weber et al., 1989). Le type V est co-localisé
avec ce dernier et se retrouve aussi dispersé dans le myocardium. Finalement,
le type VI se retrouve dans I’espace interstitiel cardiaque et semble recouvrir la

surface des collagenes fibreux (Bishop et al., 1995).



1.3.2. Fibronectine

La fibronectine est une glycoprotéine dimérique sécrétée par tous les
types cellulaires cardiaques (sauf les myocytes) et comporte des sites de
liaisons pour le collagéne, I’héparine, la fibrine et les protéoglycans (Casscells
et al., 1990). Le constituant majeur retrouvé dans I’ECM est sous forme d’un
complexe insoluble, apres polymeérisation de dimeres de fibronectines sécrétés
localement par les cellules avoisinantes ou celle de diméres solubles circulants
synthétisés au niveau du foie (Farhadian et al., 1995). La protéine posséde des
répétitions de séquences de trois types (I, II et III), indépendamment
impliquées dans les liaison aux autres composés de ’ECM et aux récepteurs
cellulaires (intégrines et glycolipides). Ces différentes isoformes présentes
dans le tissu cardiaque dérivent d’un épissage alternatif de ’ARNm apres la
transcription du géne (Farhadian et al., 1995; Farhadian et al., 1994; Hynes et
al., 1990; Schwarzbauer et al., 1983). Sa régulation spécifique apres
I’embryogéneése et 1’organogénése, et sa participation aux phénomenes
d’adhésion, de migration et de différentiation in vitro, suggérent une
implication importante de la fibronectine dans le développement et
I’organisation précoce de I’ECM (Bennett et al., 1991; Gluckova et al., 1990;
Ffrench-Constant et al., 1989; Gluckova et al., 1989; Akiyama et al., 1989;
Hedin et al., 1989; Hedin et al., 1988; Ahumada et al., 1981). Dans le coeur
normal adulte, la distribution de fibronectine immunodétectable forme un
réseau péricellulaire et est localisée dans l’espace interstitiel autour de la
majorité des cellules (Mamuya et al., 1992). Située le long de la surface des
myocytes cardiaques, la fibronectine semble servir de pont protéique entre la

cellule et les fibres de collagéne qui ’entourent, lui conférant un role



modulateur important dans 1’orientation des fibres de collagéne, influengant

ainsi la compliance du myocarde (Ahumada et al., 1984).
1.3.3. Laminine

La laminine est une glycoprotéine relativement large composée de trois
sous-unités: une chaine A de 400 kDa et deux chaines B homologues de 200
kDa (Haisong et Dfxon, 1996). Au niveau du coeur, la laminine réside le long
de la membrane basale des myocytes et des fibroblastes ol peuvent se lier les
collagénes de type I, III et IV (Price ef al., 1992). Dans le coeur adulte, la
laminine se retrouve en quantité relativement abondante dans les régions
morphologiques spécialisées telles les bandes Z des sarcoméres, pres des zones
de contact entre la membrane sarcolemmale et les agrégats de collagéne (Price
et al., 1992). La laminine joue un rdle important dans 1’adhésion, la migration,
la différentiation et la croissance cellulaires retrouvées dans les fonctions de
I’organe normal (Haisong et Dixon, 1996). De plus, la laminine semble jouer
un role primordial dans D’attachement des myocytes cardiaques aux
glycoprotéines de la membrane basale, indispensable a leur survie en condition

in vitro (Lundgren et al., 1988; Lundgren et al., 1985a).

1.3.4. Intégrines

Les intégrines sont des récepteurs hétérodimériques a la surface
cellulaire qui intéragissent avec les différentes composantes de I’ECM et les
¢léments du cytosquelette (Buck et al., 1987; Hynes, 1987; Ruoslahti et al.,
1987). Cette famille de récepteurs est composée d’une chaine o et d’une

chaine § qui sont liées ensemble de fagon non-covalentes. Jusqu’a présent, il



existe 9 chaines o (o1;-0t9) et 6 chaines B (B;-Bs) et chaque sous-famille B peut
s’associer avec différentes sous-unités oo (Hemler et al., 1989; Hemler et al.,
1987; Takada et al., 1987;). Les chaines a présentent entre elles une
homologie de séquence de 20 a 60% et les chaines B, 40 a 50%. Par contre, il
n’existe aucune homologie de séquence entre les deux familles o et B (Buck et
al., 1987; Hynes, 1987; Ruoslahti e al., 1987). Les hétérodimeres o/p de la
sous-famille ; semblent responsables des intéractions avec les composantes
de PECM durant le développement et la croissance cellulaire. De plus, des
études immunohistochimiques ont démontré la localisation spécifique de la
famille B, prés des bandes Z des myocytes cardiaques. (Terracio et al., 1991).
Les chaines oo semblent responsables de la sélectivité d’association avec les
différentes protéines de ’'ECM. En effet, les sous-unités o; et a, possédent
une plus grande affinité pour les collagenes I, III et IV et la laminine; les sous-
unités o; intéragissent avec la fibronectine, la laminine, les collagénes de types
I, I, et IV; les sous-unités a, et os semblent étre spécifiques pour la
fibronectine et la sous-unité o, pour la laminine (Carter et al., 1990; Languino
et al., 1989; Gehlsen et al., 1989; Kramer et al., 1989; Takada ef al., 1989;
Ignatius et al., 1988; Sonnenberg et al., 1988; Takada ef al., 1987; Wayner et
al., 1987). Au niveau cardiaque, ’expression des différentes sous-unités o
semble étre régulée au cours du développement (Borg et al., 1996). Ceci peut
se refléter par 1’affinité différente d’attachement des myocytes pour certaines
composantes de I’ECM lors des stades fétaux, néo-nataux et adultes (Lundgren
et al., 1985a; Lundgren et al., 1985b; Borg et al., 1983). De plus, les
fibroblastes cardiaques présentent aussi des expressions différentes des sous-
unités o comparativement aux myocytes, phénoméne probablement lié a la
fonction cellulaire (Terracio et al., 1991; Gullberg et al., 1990; Gullberg et al.,

1989). En effet, les fibroblastes sont des cellules migratoires qui ont des



attachements transitoires et tangentiels aux fibrilles de collagene tandis que les
myocytes prés des bandes Z s’attachent au collagene de fagon perpendiculaire

(Terracio et al., 1991; Terracio et al., 1988; Robinson ef al., 1987).

1.3.5. Protéases

Plusieurs enzymes participent & la régulation des composantes de
I’ECM. La classe d’enzymes la plus importante est celle des métalloprotéases
de la matrice (MMP), une famille d’enzymes dépendantes du zinc et du
calcium qui compte a ce jour neuf membres qui ont été€ clonés et séquencés
(Birkedal-Hansen et al., 1993). Cette famille de protéines est classée entre
trois groupes fonctionnels basés sur leurs affinités pour le substrat: les
collagénases interstitielles (MMP-1 et MMP-8); les stromelysines (MMP-3,
MMP-10 et MMP-11) et les gélatinases (MMP-2 et MMP-9). Les MMP-1 et
MMP-8 peuvent initier la dégradation des collagénes fibreux de types I et III
alors que la MMP-2 sert & la dégradation du collagéne de type IV. De leur
cOté, les stromelysines catalysent la dissolution de plusieurs composantes de
I’ECM telles les collagénes de types I, III et IV, la fibronectine, la laminine et
les protéoglycans (Haisong et Dixon, 1996; Birkedal-Hansen et al., 1993).
Dans des conditions physiologiques, les MMP, présentes sous forme latentes,
peuvent étre activées par des protéases a sérine (plasmine, urokinase) (Dollery
et al., 1995). Cette activation est sous le contrdle stricte d’une autre famille de
protéines appelée inhibiteurs tissulaires des MMP (TIMP-1, -2 et -3). La
TIMP-1 a une affinité relativement élevée pour les formes actives de
collagénases, stromelysines et gélatinases et s’y lie de fagon irréversible
(Dollery et al., 1995). Au niveau cardiaque, des études récentes ont montré la

co-expression de MMP-1, MMP-2 et TIMP-1 (Tyagi et al., 1995a). De plus,



10

’expression dans le myocarde des MMP et des TIMP semble étre localisée au

niveau des fibroblastes et des cellules endothéliales (Tyagi et al., 1995b).

2. Hypertrophie cardiaque

Le coeur adulte des mammiféres est capable de s’adapter aux stress
hémodynamiques qui prévalent dans plusieurs pathologies dont I’hypertension,
les maladies touchant les valvules (régurgitation valvulaire aigu€) et les
problémes de contractilité tels que rencontrés dans I’infarctus du myocarde et
la cardiomyopathie (Grossman, 1980). En effet, le coeur répond en
développant une hypertrophie compensatoire dans le but de maintenir un débit
sanguin adéquat. Des expressions géniques accrues semblent accompagner ce
processus, dont les altérations dans le contenu des protéines contractiles
(pompe Ca**-ATPase du réticulum sarcoplasmique, B-MHC), I’induction de
différents marqueurs embryonaires (ANP, actine o-squelettique) et
I’expression précoce et immédiate de proto-oncogenes (c-fos, c-jun) (Chien et
al., 1991). Bien que ces réponses soient plutdt bénéfiques au départ, la baisse
de la tension développée sur la chambre ventriculaire par 1’épaississement de
la paroi en hypertrophie concentrique, ou encore la maintenance d’un volume
d’éjection satisfaisant par 1’aggrandissement de la chambre ventriculaire en
hypertrophie volumique ou post-infarctus, ménent & une chute globale de la
fonction cardiaque. Le coeur entre alors dans un cercle vicieux ou
I’hypertrophie ameéne le remodelage ventriculaire pathologique pouvant

conduire a I’insuffisance cardiaque (Booz et Baker, 1995).
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L’augmentation de la masse cardiaque peut étre la conséquence de
plusieurs phénoménes dont I’hypertrophie cellulaire des myocytes cardiaques,
la prolifération des cellules musculaires lisses et/ou la prolifération des
fibroblastes avec ou sans augmentation du contenu de collagéne fibreux
(Chapman et al., 1990). En utilisant les technique de culture de cellules
cardiaques isolées, il est possible d’évaluer le rdle que joue les différents types
cellulaires dans plusieures pathologies telle I’hypertrophie cardiaque. Le
phénomene de rem\odelage du myocarde amene la dysfonction ventriculaire
(Weber et al., 1991). L’hyperplasie des fibroblastes et les dépots de collagéne
apparaissent aprés des épisodes ischémiques rencontrés dans ’infarctus du
myocarde, ayant pour conséquence le remplacement des myofibrilles
nécrotiques par du tissu cicatritiel appelé fibrose réparative (Weber et al.,
1995; Lindpaintner et al., 1992). Lorsqu’il y a absence de nécrose cellulaire
mais que le coeur est continuellement soumis & des tensions importantes, les
fibres de collagéne autour des myocytes viables peuvent aussi s’hypertrophier
ou leur nombre peut augmenter, phénoméne appelé fibrose réactive (Weber et

al., 1995).

L’hypertension essentielle se caractérise par une hypertrophie et une
défaillance cardiaque en plus d’un épaississement des parois de la vasculature
du tronc artériel. Dans I’hypertension génétique et réno-vasculaire, la fibrose
cardiaque est un processus progressif (Haisong et Dixon, 1996). Dans les
premiers stades, la surchage de pression provoque une fibrose réactive. Dans le
modéle de constriction aortique chez le rat, les expressions d’ARNm de
fibronectine et de collagénes de types I, III et IV sont augmentées rapidement
au niveau du ventricule gauche et de la vasculature, et ce avant le

développement maximal de I’hypertrophie cardiaque (Lipke et al., 1993;
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Villareal et Dillmann, 1992; Chapman et al., 1990). De plus, durant le
transition de I’hypertrophie stable a I’insuffisance cardiaque, 1’abondance
significative des ARNm pour les collagénes de types I et III ainsi que pour la
fibronectine est remarquable au niveau des deux ventricules de rats
spontanément hypertendus (SHR) (Boluyt et al., 1994). L’apparition de foci
fibrotiques résultant de la nécrose des myocytes se manifeste dans les stades
avancés de I’hypertension. Lorsque la fibrose réparative prévaut, les
collageénes totaux sont augmentés de 6 fois et représentent 25% du volume
cardiaque total (Brilla et al., 1993). Chez des patients hypertendus présentant
de I'insuffisance cardiaque due a une cardiomyopathie primaire, le contenu des
protéines de I’ECM est augmenté, dont les collagénes de types I, IIL, IV et VI,
en plus de la fibronectine, la laminine et la vimentine (Boluyt et al., 1994;
Schaper et al., 1992). L accumulation de collagéne est reliée positivement a la
rigidité musculaire et, au moment de la diastole, le réallongement des
myocytes cardiaques peut alors étre compromis dans les coeurs défaillants a
cause de I’abondance du matériel interstitiel (Conrad et al., 1995; Doering et
al., 1988). Depuis quelques années, la possibilité de I’implication des facteurs
de croissance et des peptides vasoactifs, produits localement au niveau du
myocardium en réponse aux stress hémodynamiques, a attiré I’attention. En
effet, ces facteurs, produits par les myocytes et/ou les fibroblastes cardiaques,
peuvent étre impliqués dans la régulation de la transcription de certains génes
de I’appareil contractile ainsi que ceux responsables des procédés de
croissance cellulaire, via une cascade de signalisation intracellulaire aprés leur

liaison a des récepteurs spécifiques a la surface de la cellule.
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2.1. Roles des peptides vasoactifs

2.1.1. Angiotensine II

Le systeme rénine-angiotensine est un des principaux régulateurs
endocriniens du volume intravasculaire et de la pression sanguine systémique.
Plusieurs évidences expérimentales montrent la présence des différentes
composantes de ce systéme dans plusieurs organes dont le coeur, suggérant
une synthése locale amenant des mécanismes d’action autocrine/paracrine
(Dostal et Baker, 1993). En effet, les ARNm de la rénine et de
I’angiotensinogene ont été localisés dans les 4 chambres cardiaques (Dostal et
al., 1992a). De plus, ’expression de ’ARNm de I’enzyme de conversion de
I’angiotensine (ECA) augmente d’un facteur 4 dans le tissu ventriculaire aprés
I’induction d’une hypertrophie. A I’aide de cultures de coeurs de rats
nouveaux-nés, Dostal et al. ont détecté la présence d’angiotensine I et II dans
les milieux des myocytes et des fibroblastes, suggérant un systéme rénine-
angiotensine intra-cardiaque (Dostal et al. 1992b). Par contre, d’autres
évidences expé€rimentales chez le porc tendent a démontrer que la production
d’angiotensine est grandement dépendante de la rénine séquestrée de la
circulation sanguine, suggérant un apport primordial du systéme rénine-
angiotensine endocrinien (Danser ef al., 1994). Diverses ¢tudes ont montré la
présence de récepteurs de 1I’Ang II dans les cellules cardiaques. Au niveau des
myocytes, certains groupes détectent la présence de récepteurs AT, et d’autres
non (Kim et al., 1995; Matsubara et al., 1994). De plus, dans les
cardiomyocytes de rats adultes, on peut noter une élévation de Ca®", apres une
stimulation & I’Ang II (Fareh et al. 1995). De leur coté, les fibroblastes de

coeurs de rats nouveaux-nés et adultes présentent le récepteur de type AT,
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(Crabos et al., 1994; Sadoshima et Izumo, 1993; Villarreal et al., 1993),

couplé a I’élévation de Ca*"(Fareh et al., 1995).

Sadoshima et al. ont montré la relache d’Ang II au niveau des myocytes
cardiaques de rats nouveaux-nés suite a un €tirement mécanique. En effet,
I’Ang II semble étre contenu dans des vésicules de sécrétion au niveau des
cardiomyocytes et, une fois sécrété, peut devenir responsable de la réponse
hypertrophique reliée a Iétirement (Sadoshima et al., 1993). Des études au
niveau de myocytes adultes ont montré 1’induction de c-fos et Erg-1 par ’Ang
II, deux proto-oncogenes impliqués dans les phénoménes de croissance et de
différentiation (Iwami et al., 1996; Neyses et al., 1993). D’autres évidences
expérimentales suggérent un role de I’Ang II comme stimulus hypertrophique,
suite a 1’induction de synthése de protéines dans des myocytes cardiaques
d’embryons de poulets (Baker et Aceto, 1990). De plus, via le récepteur AT},
I’Ang II est capable de phosphoryler des tyrosines kinases cytoplasmiques
couplées aux protéines G, la mitogen-activated protein kinase (MAPK) et une
S6 kinase, dans un mécanisme dépendant du Ca2+i mais pas nécessairement de
la PKC, tant au niveau des fibroblastes que des myocytes (Sadoshima et al.,
1995; Booz et al., 1994; Schorb et al., 1994). En fait, les fibroblastes
cardiaques semblent trés importants dans le processus hypertrophique
qu’engendre 1’Ang II au niveau des myocytes puisqu’ils reldchent un facteur
transformant dans le milieu extracellulaire en réponse a I’Ang II, qui augmente
I’incorporation de [3H]-1eucine dans les cardiomyocytes (Kim et al., 1995). De
plus, I’Ang II est capable d’induire la prolifération des fibroblastes de rats
nouveaux-nés et augmente le nombre de cellules de 138% aprés 48 heures
(Schorb et al., 1993). L’Ang II est responsable de I’induction rapide de divers

proto-oncogénes tels c-fos, c-jun, c-myc et Erg-1, en plus de favoriser la
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réexpression de marqueurs embryonaires tels 1’actine a-squelettique et ’ANP
au niveau des myocytes ventriculaires, effets via le récepteur AT | (Sadoshima
et Izumo, 1993). Dans les fibroblastes de rats nouveaux-nés, Booz et al. ont
montré la formation d’acide phosphatidique (PA) aprés stimulation & I’Ang I1
(Booz et al., 1994). Cette formation de PA ne semble pas étre sous le contrdle
restreint des phospholipases C et D et pourrait servir de second messager dans

les phénomenes prolifératifs.

L’Ang II participe activement aux processus de remodelage
ventriculaire ainsi qu’a la fibrose qui y est souvent associée. Chez le rat, Tan et
al. ont infusé de I’Ang Il & des concentrations non-hypertensives et ont
observé un effet cardiotoxique étroitement i€ & une fibrose. En effet, durant le
premier jour de traitement, une myocytolyse s’est produite et a été suivie d’une
hyperplasie des fibroblastes, accompagnées de cicatrisation au deuxieéme et
troisiéme jour de traitement (Tan er al. 1991). D’autres études utilisant des
doses chroniques et pressives d’Ang II ont montré des changements importants
dans I’expression des divers constituants de ’ECM, non entiérement reliés aux
effets sur la pression sanguine. De plus, dans les régions développant une
fibrose, 1’expression de fibronectine semble constituer un index précoce et
sensible aux changements phénotypiques des fibroblastes cardiaques, avant
I’augmentation de collagéne fibreux (Crawford et al., 1994). Des études in
vitro sur les fibroblastes fétaux et néo-nataux ont aussi montré plusieurs effets
de I’Ang II: une régulation a la hausse de I’expression d’angiotensinogéne et
de facteur de croissance transformant-p (TGF-B) (Fisher et al., 1995,
Sadoshima et Izumo, 1993; Sharma et al., 1994), une augmentation de
1’expressidn de fibronectine et de laminine sans changement dans les

collagénes de types I, III et IV (Iwami et al., 1996; Butt ef al., 1995), et une
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contraction des gels tridimentionnels de collagéne via les intégrines de type B,
(Burgess et al., 1994). Une étude récente a aussi montré I’implication de
1’ostéopontine, du motif peptidique RGD (arginine-glycine-aspartate) et de la
famille d’intégrines P; dans la synthese d’ADN et la contraction de gels
tridimentionnels de collagéne induites par 1’Ang Il (Ashizawa et al., 1996). Au
niveau des fibroblastes de rats adultes, I’Ang II semble capable d’inhiber
’activité de la collagénase MMP-1 seulement via le récepteur AT, tandis que
la stimulation de la Synthése de collagéne se fait via les deux récepteurs AT et
AT, (Brilla et al., 1994). Plus récemment, le role du récepteur AT, a été plus
¢tudié, en utilisant des souris déficiente pour le géne du récepteur AT,. Ce
récepteur semble antagoniser les effets presseurs de I’Ang II médiés par le
sous-type AT;, en plus d’€tre impliqué dans les processus gouvernant le
comportement au niveau du systéme nerveux central (Ichiki ez al., 1995; Hein
et al., 1995). D’autres études ont montré I’implication du récepteur AT, dans
les voies apoptotiques et dans les processus anti-prolifératifs via les tyrosines
phosphatases (Tsuzuki et al., 1996; Yamada et al., 1996). Par contre, au
niveau des fibroblastes cardiaques, le récepteur AT, ne semble pas présent

(Fareh et al., 1996).

In vivo, I’implication de I’Ang II semble dépendre de la nature et de la
sévérité de I’hypertrophie. Une infusion d’Ang II chez des rats normaux
provoque une augmentation de la masse ventriculaire (indexée au poids
corporel) d’environ 20% apres 7 jours (Dostal et Baker, 1992). De plus, les
sites de fibrose péricardiale suivant un infarctus du myocarde chez le rat
montrent un changement phénotypique des fibroblastes par 1’expression
d’actine a-squelettique, associé & une augmentation de I’expression de I’'ECA

(Sun et al., 1996). Aussi, apres I’induction d’une hypertrophie bi-ventriculaire
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eccentrique de volume par fistule aorto-cavale, ’expression d’ARNm de
PECA est augmentée contrairement a celle des récepteurs AT,. Cette
augmentation est atténuée en présence d’un inhibiteur de ’'ECA (iECA), en
plus de diminuer la production de collagéne de type Ic et de vimentine (Iwai et
al., 1995). De plus, Fareh et al. ont montré des changements du calcium
intracellulaire en réponse a I’Ang II. En effet, les myocytes cardiaques adultes
de coeurs hypertrophiés ont démontré une réactivité calcique plus élevée
tandis que les fibroblastes sont devenus moins sensibles aux effets de I’Ang II
(Fareh et al., 1995). Cependant, dans un modele de pacing ventriculaire chez
le chien, ’augmentation de 1I’Ang II immunodétectable dans le tissu
myocardique, le rein et la circulation n’est significative qu’en présence
d’insufficance cardiaque, suite aux épisodes de dysfonction ventriculaire
gauche (Luchner et al., 1996). D’autres observations intéressantes suggerent le
rdle indirect de ’Ang II dans la cardiotoxocité. En effet, le propanolol, un
antagoniste non-sélectif des récepteurs B-adrénergiques, bloque la nécrose des
myocytes ainsi que les dommages sur la vasculature coronaire causés par
I’Ang I (Henegar et al., 1995). Farivar et al. ont montré les effets du losartan,
un antagoniste spécifique du récepteur AT}, ainsi que le prazosin, un bloqueur
du récepteur o,-adrénergique, sur une fibrose cardiaque induite par la
phényléphrine. Ces deux antagonistes ont été capables de réduire la
prolifération des fibroblastes et 1’expression de fibronectine, tout en diminuant
I’expression du géne de I’ANP (Farivar et al., 1995). De plus, de récentes
évidences expérimentales ont montré une relation directe entre I’Ang II et
I’oxide nitrique (NO), suggérant un role important du NO en tant qu’inhibiteur
des effets délétaires que peut produire I’Ang II. En effet, le losartan et le L-
arginine ont renversé les modulations cardiaques dramatiques engendrées par

un traitement au NG-nitro-arginine-méthyl-ester (L-NAME), un inhibiteur de
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la NO synthase, telles les expressions de collagéne, de fibronectine et d’ANP
(Hou et al., 1995). Enfin, les études cliniques tendent & montrer un effet
cardioprotecteur en utilisant les iECA, réduisant la mortalité et la morbidité

des patients (Pfeiffer et al., 1992).
2.1.2. Endothéline

Peptide vasoconstricteur puissant au niveau de la vasculature,
I’endothéline-1 (ET-1) s’avere un stimulus important de la croissance des
cellules cardiaques avec des actions hypertrophiques et hyperplasiques sur les
myocytes et les fibroblastes (Lembo et al., 1995). En effet, 'ET-1 est capable
d’augmenter la synthése de protéine dans les cardiomyocytes de rats
nouveaux-nés via un processus dépendant de I’influx de Ca2+i (Suzuki et al.,
1990). Au niveau des myocytes cardiaques adultes, I’ET-1 est capable
d’induire 1’expression de Erg-1 et c-fos (Neyses et al., 1993). De plus, au
niveau des fibroblastes adultes, I’ET-1 et I’'ET-3 favofisent I’accumulation des
collagénes fibreux de types I et III via I’activation des deux sous-types de
récepteurs ET, et ETy alors que seulement I’ET-1 semble capable d’inhiber la
collagénase via un processus impliquant le récepteur ET, (Guarda er al.,
1994). Aussi, Fareh et al. ont montré une proportion relative de 50% de
récepteur ET, et 50% du type ETy au niveau des fibroblastes adultes (Fareh et
al., 1996). Apres I’induction d’une hypertrophie ventriculaire gauche par co-
arctation de I’aorte, ’expression d’ARNm du préproET-1 augmente dans les
premiers 24 heures et revient 4 la normale aprés 4 jours. De plus, un
antagoniste sélectif du récepteur ET,, le BQ-123, a ramené a la normale les
niveaux d’expressions des ARNm des principaux marqueurs génétiques de

I’hypertrophie tels ’actine a-squelettique et ’ANP (Ito et al., 1994). Par
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contre, en surchage de volume, les myocytes et les fibroblastes cardiaques de
coeurs hypertrophiés ne présentent pas de modifications significatives dans la

réponse calcique & I’ET-1 (Fareh et al., 1996).

2.1.3. Peptide natriurétique auriculaire

La production et la sécrétion du peptide natriurétique auriculaire (ANP)
dans le ventricule gauche de coeurs en situations hypertrophiques ne
dépendent pas seulement d’une élévation de pression sanguine mais aussi
d’une production locale de facteurs humoraux (Ogawa et al., 1996). De plus, il
existe une corrélation directe entre 1’augmentation d’expression de ’ANP et
I’apparition d’hypertrophie ventriculaire associée au vieillissement (Younes et
al., 1995). Bien que la réexpression du géne de I’ANP au niveau des myocytes
ventriculaires soit reconnue comme un marqueur fiable et une réponse génique
tardive dans plusieurs modeles d’ hypertrophie, peu d’études existent sur le réle
physiologique que cela peut entrainer (de Bold et al., 1996; Fareh et al., 1995;
Yokota et al., 1995; Ogawa et al., 1991; Izumo et al., 1988). Les composantes
du systéme natriurétique cardiaque sont ultérieurement détaillées dans ce
chapitre, puisqu’il en constitue le principal sujet d'étude au niveau du

métabolisme des fibroblastes cardiaques de rats adultes.

Au niveau des myocytes ventriculaires adultes, ’ANP est capable de
potentialiser 1’effet de I’Ang II sur la contractilité (Neyses et Vetter, 1989). Par
contre, un autre étude a démontré que le guanosine monophospahte cyclique
(GMPc) réduit la réponse relative des myofilaments au Ca™, par un
mécanisme dépendant de la protéine kinase G (PKG) (Shah et al., 1994). Cao

et Gardner ont montré un effet anti-prolifératif de ’ANP au niveau des
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fibroblastes cardiaques de rats nouveaux-n€s via les trois sous-types de
récepteurs (NPR-A, NPR-B et NPR-C). Méme un agoniste spécifique du

récepteur de clairance (NPR-C), sans action biologique connue sauf la

dégradation de I’ANP circulant, a diminué 1’incorporation de [3H]—thymidine
dans I’ADN (Cao et Gardner, 1995). De plus, I’ANP et le BNP sont capables
de bloquer la réponse hyperplasique engendrée par I’Ang II en diminuant
I’expression du préproET-1, montrant la complexité des intéractions qui
peuvent exister enfre les peptides vasoactifs (Fujisaki et al., 1995). Aucune
étude connue n’a montré 'effet de la reliche de I’ANP sur les cellules
cardiaques adultes en ce qui concerne les phénoménes hypertrophiques et
hyperplasiques. L’implication de I’ANP dans le développement de
I’hypertrophie cardiaque est encore inconnue et des conclusions au sujet de
I’hypertrophie cardiaque pathologique ne doivent pas s’appuyer uniquement
sur les résultats obtenus a 1’aide de cultures de cellules cardiaques de rats

nouveaux-nés.

Chez !’adulte, les propriétés anti-prolifératives de I’ANP ont été
démontrées dans d’autres types cellulaires autres que cardiaques. Dans les
cellules musculaires lisses de rats, I’ANP diminue la prolifération cellulaire et
I’activité de la thymidine kinase via le récepteur NPR-C (Cahill et Hassid,
1994). L’ANP semble aussi agir au niveau des cellules endothéliales en
diminuant leur prolifération et leur migration, probablement par un processus
dépendant de la génération de GMPc (Ikeda et al., 1995; Morishita et al.,
1994; Ttoh et al, 1992). A I’aide de co-culture de cellules musculaires
vasculaires (VSMC) et de cellules endothéliales (EC), Komatsu ef al. ont
démontré que la relache de CNP des EC est induite en présence des VSMC via

un processus dépendant de TGF-B. De plus, cette reliche endothéliale de CNP
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est capable d’empécher la prolifération des VSMC voisines (Komatsu et al.,
1996). Au niveau des reins, I’ANP antagonise la prolifération des cellules
mésangiales glomérulaires induite par le facteur de croissance dérivé des
plaquettes (PDGF) (Kohno et al., 1993). Cette inhibition peut se faire en partie
par un processus impliquant I’expression d’'une MAPK phosphatase, la MKP-
I, qui supprime D’activité de la MAPK par déphosphorylation, sous la
régulation intracellulaire du second messager GMPc (Sugimoto et al., 1996).
Un autre mécanisme peut étre la relache subséquente de TGF-pB, ayant des
propriétés anti-prolifératives intrinséques (Wolf et al., 1995). Enfin, au niveau
des thymocytes de rat, ’ANP montre aussi des propriétés anti-prolifératives,

probablement via le récepteur NPR-A (Voolmar et al., 1996).
2.1.4. Bradykinine

Un traitement aux iECA potentialise 1’accumulation de la bradykinine
(BK) autour de cellules de différents organes. Au niveau des fibroblastes
cardiaques, la BK ainsi que la prostaglandine E, (PGE,) sont capables
d’influencer la formation et la dégradation du collagéne (Zhou et al., 1993).
Des fibroblastes cardiaques isolés de sites d’infarctus démontrent une
augmentation d’expression de cyclooxygénase et de synthése de PGE, (Weber
et al., 1989). De plus, 4 semaines aprés 1’induction d’un infarctus chez le lapin,
la relache de PGE, induite par la BK est augmentée au niveau du coeur, bien

apres la phase inflammatoire de la fibrose réparative (Evers et al., 1985;

Weber et al., 1995).
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2.2. Roles des facteurs de croissance et des cytokines

2.2.1. Facteur de croissance transformant-§

Le facteur de croissance transformant-f (TGF-f) semble étre un
¢lément modulateur important dans 1’expression des protéines de 'ECM, le
collagéne en partiqulier, dans le développement cardiaque ainsi que dans
I’apparition d’une hypertrophie pathologique (Engelmann, 1993; Villareal et
Dillmann, 1992; Choy et al., 1990; Thompson et al., 1988). Dans les
fibroblastes cardiaques, le TGF-P augmente les ARNm des collagénes de types
I et III ainsi que les protéines des collagénes totaux, probablement en
augmentant le taux de transcription génique (Butt et al., 1995; Eghbali et al.,
1989). Dans d’autres types cellulaires de rats et de souris, le TGF-p agit au
niveau d’éléments en cis en amont du promoteur des geénes codant pour les
collagénes fibreux afin d’en activer la transcription (Ritzenthaler et al. 1993).
Aussi, d’autres études ont montré un effet sur la stabilité de ’ARNm du

procollagéne (Slack et al., 1993).

Villareal et Dillmann ont montré I’augmentation cardiaque de I’ARNm
de TGF-B, en réponse a une surchage de pression. De plus, cette induction
d’expression s’est manifestée trés rapidement aprés le début de la constriction
aortique, précédant I’expression de fibronectine et la production subséquente
de collagéne, et montrant ainsi une relation temporelle entre ce facteur de
croissance et les protéines de ’ECM (Villareal et Dillmann, 1992). Au niveau
cellulaire, les myocytes cardiaques mais non les fibroblastes, produisent une
augmentation d’expression de TGF-B; en réponse a deux stimuli

hypertrophiques, soient la surchage de pression et I’administration de
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norépinéphrine. Dans ce dernier, le processus peut se faire via le récepteur o-
adrénergique (Takahashi ef al., 1994). De plus, au niveau des cardiomyocytes
de rats nouveaux-nés, le TGF-p participe a I’expression de nombreux génes
cardiaques, régule les rythmes et les taux des battements cardiaques des
cellules mises en culture et antagonise les effets presseurs de I’interleukine-1p
(Roberts et al., 1992; Parker et al., 1990). Des études récentes semblent
impliquer le TGF-p dans les réponses hypertrophique et hyperplasique de
I’Ang II au niveau des fibroblastes cardiaques. Durant des processus
hypertrophiques induits par I’Ang II, le TGF-p y joue un réle inducteur
prépondérant probablement via un mécanisme autocrine/paracrine (Lee ef al.,
1995; Koibuchi et al., 1993). Par contre, le TGF-B, inhibe la prolifération des
fibroblastes cardiaques, phénoméne qui coincide avec sa capacité d’initier des
changements phénotypiques par I’expression de génes spécifiques aux cellules
musculaires, dont I’actine a-squelettique (Sigel et al., 1996). Récemment,
Herrera et al. ont montré ’implication de la protéine rétinoblastome dans les
propriétés hypertrophiques, montrant une régulation importante des effets
tantdt hyperplasiques, tantot anti-prolifératifs au niveau des fibroblastes fétaux
(Herrera et al., 1996). De plus, des études in vivo ont montré une régulation
controlée des effets du TGF-B sur I’accumulation de protéines de I’'ECM par
un protéoglycan, la décorine. En effet, la décorine pourrait étre un élément
clinique important dans les maladies associées a la production excessive de

TGF-f, telle 1a glomérulonéphrite (Border et al., 1992).

2.2.2. Facteur de croissance insulinomimétique-1

Dans différents modeles d’hypertrophie cardiaque par surchage de

pression, les augmentations d’ARNm et de la protéine du facteur de croissance
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insulinomimétique-1 (IGF-1) au niveau du ventricule gauche, lui conférent un
role dans la réponse adaptative du coeur (Donohue ef al., 1994). Récemment,
Andronico et al. ont montré une relation directe entre la surchage de pression
et le taux plasmatique d’IGF-1 chez des patients hypertendus (Andronico et
al., 1996). De plus, une administration in vivo de I’'IGF-1 provoque une
hypertrophie cardiaque (Lembo et al., 1995). La production locale d’IGF-1 et
la signalisation subséquente qu’il entraine peuvent jouer un réle important
dans la réponse des cardiomyocytes au stress. Au niveau cellulaire, I'IGF-1
augmente la synthése protéique ainsi que I’expression de B-MHC dans les
myocytes ventriculaires adultes (Ito et al., 1993). Dans ces derniers, il semble
que I'IGF-1 peut augmenter de maniére importante la production de nouvelles
myofibrilles (Donath ef al., 1994). Au niveau des fibroblastes, une région
submembranaire du récepteur de I'IJGF-1 semble étre impliquée dans leur
prolifération (Hsu et al., 1994). L’IGF-1 s’est montré capable d’augmenter la
production des collagenes totaux dans des fibroblastes cardiaques fétaux, sans

influencer leur nombre (Butt ef al., 1995).

Depuis quelques années, des études ont été entreprises afin
d’investiguer la possibilité d’une application clinique du traitement a I’IGF-1
en insuffisance cardiaque. En effet, I’administration d’IGF-1, dans un modéle
de défaillance cardiaque apres infarctus du myocarde chez le rat, a amélioré les
performances cardiaques par un agrandissement ventriculaire, une
augmentation de la pression en fin de diastole sans changement dans la
pression en fin de systole et une augmentation de la fraction d’éjection
(Pfeiffer et al., 1991). Récemment, Duerr et al., par [’administration

simultanée d’IGF-1 et d’hormone de croissance (GH), ont constaté un
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remodelage ventriculaire mineur avec ’augmentation du débit cardiaque et

diminution de la résistance vasculaire systémique (Duerr ef al., 1996).
2.2.3. Facteur de croissance basique du fibroblaste

Les myocytes cardiaques semblent Etre capables de synthétiser le
facteur de croissance basique du fibroblaste (bFGF) et de le relacher dans le
milieu extracellulaife (Bastagli et al., 1995; Cummins, 1993). Cette synthése
locale de bFGF peut participer aux processus regénératifs du coeur en
défaillance ou aprés des épisodes de stress (Bastagli et al., 1995). En effet, le
bFGF pourrait avoir des effets cardioprotecteurs aprés des épisodes d’ischémie
et de reperfusion (Padua et al., 1993). L’expression de bFGF semble plus
abondante dans les oreillettes que les ventricules en plus d’étre localisée autour
du noyau, prés des bandes Z et en association avec les jonctions cellulaires de
type gap (Kardami ef al., 1991a; Kardami et al. 1991b). De plus, ’expression
de bFGF semble augmenter chez 1’adulte, comparativement au nouveau-né ou
chez I’embryon. Dans le myocarde immature, la forme de 18 kDa du bFGF,
associée a des phénomeénes hyperplasiques, est plus abondante tandis que dans
le myocarde adulte, on retrouve une plus grande quantité¢ de la forme de 22
kDa, responsable de processus hypertrophiques (Kardami et al., 1995; Liu et
al., 1993).

Des études in vitro au niveau des myocytes ventriculaires adultes ont
montré ’augmentation de la reliche de bFGF en réponse a des contractions
induites par pacing électrique, & une exposition bréve de concentrations fortes
d’agoniste B-adrénergique et 4 une exposition au sérum (Kaye et al., 1996;

Padua et Kardami, 1993; Speir ef al., 1992; Weiner et Swain, 1989). De plus,
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I’Ang II, ’ET-1, I'IL-1p et méme le bFGF ont augmenté I’expression de
I’ARNm du bFGF dans les cardiomyocytes et dans les cellules endothéliales
de la microvasculature cardiaque, montrant une régulation spécifique reliée
aux types cellulaires par des mécanismes autocrine/paracrine (Fisher et al.,
1997). Enfin, le bFGF semble participer a la sécrétion de collagéne au niveau

des fibroblastes cardiaques en plus d’initier leur réplication (Butt ez al., 1995).
2.2.4. Facteur de croissance dérivé des plaquettes

Il n’existe pas beaucoup d’études qui ont investigué le réle du facteur
de croissance dérivé des plaquettes (PDGF) dans les processus
hypertrophiques au niveau du coeur. Dans le coeur adulte normal, on retrouve
la chaine B du PDGF, qui pourrait suggérer son rdle important dans le
développement cardiovasculaire normal (Long et al., 1990). En effet, des
embryons de souris déficientes en chaine B du PDGF présentent des
dilatations importantes au niveau des grosses arteres et du coeur (Leveen ef al.,
1994). Chez ceux qui n’expriment plus la chaine A du PDGF, on peut aussi

noter des anomalies épicardiale et endocardiale (Schattemann et al., 1994).

Une étude récente de Simm et al. a révélé la présence de récepteurs o et
B biologiquement actifs et spécifiques au PDGF au niveau des fibroblastes
cardiaques adultes. De plus, les deux isoformes du PDGF (homodimeres AA et
BB) engendrent une prolifération cellulaire via un mécanisme impliquant la
MAPK et I’activation de la p70S6 kinase, toutes deux impliquées dans la
régulation de la croissance (Simm et al., 1997). D’autres études ont montré
I’implication de processus dépendant de la PKC pour la synthése d’ADN mais
indépendant de celle-ci pour ’activation de la MAPK (Booz et al., 1994;
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Schorb et al., 1994; Schorb et al., 1993). Le PDGF ameéne aussi la
phosphorylation de résidus tyrosine retrouvés sur des protéines impliquées
dans la cascade intracellulaire menant & la croissance, dont le récepteur au
PDGF, la PLCy, la phosphatidylinositol-3’-kinase (PI3K), la p46°"C et la
p56SHC (Schorb et al., 1994). Souvent en quantité plus importante aux sites
présentants des lésions, le PDGF pourrait jouer un rdle important dans la
fibrose cardiaque car il peut induire la production de collagéne (Booz et Baker,
1995; Butt et al., 1995). Il a aussi été montré que le PDGF peut provoquer
I’hypertrophie des cardiomyocytes (Long et al., 1991). Dans les cellules
vasculaires musculaires lisses, le PDGF agit comme facteur de compétence

nécessaire aux effets mitotiques qu’engendrent I’Ang II et I’ET-1 (Jahan et al.,

1996).
2.2.5. Interleukine-1

Dans un modé¢le d’hypoxie myocardiale en culture, Long et al. ont
démontré la production d’IL-1 par les fibroblastes cardiaques (Long et al.,
1993). De plus, I'IL-1 est exprimée au niveau du coeur apres des épisodes
ischémiques induits par un infarctus du myocarde (Booz et Baker, 1995). Au
niveau cellulaire, I’IL-1 est capable de provoquer I’hypertrophie des
cardiomyocytes de rats nouveaux-nés (Thaik ef al., 1995). Récemment, une
nouvelle cytokine, appelée cardiotrophin I, a été décrite et semble promouvoir

I’hypertrophie des myocytes cardiaques (Pennica et al., 1995).
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3. Peptide natriurétique auriculaire

Le peptide natriurétique auriculaire (ANP) est une hormone peptidique
principalement synthétisée au niveau du coeur, participant a ’homéostasie de
la pression artérielle et a la régulation du volume des fluides extravasculaires.
Il est bien connu pour ses actions vasodilatatrice, diurétique et natriurétique.
Bien qu’en concentration élevée dans le tissu auriculaire de plusieurs espéces
incluant I’humain, I’ ANP se retrouve aussi en quantité plus faible dans certains
organes, dont le cerveau, la moélle épiniére, ’hypophyse, le rein, les
surrénales et le plasma (Rodeheffer ef al., 1993; Yandle ef al., 1993; Imura et
al., 1992; Ritter et al., 1992; Inagaki et al., 1986a; Inagaki et al., 1986b;
Yandle et al., 1986).

Conférant au coeur un nouveau rdle d’organe endocrinien, la
découverte d’un facteur natriurétique et diurétique par de Bold en 1981 a mené
a I’isolement, au clonage génique et aux caractérisations structurelles et
fonctionelles d’une nouvelle famille peptidique: les pepides natriurétiques
(Sudoh et al., 1990; Sudoh et al., 1988a; Sudoh et al., 1988b; de Bold, 1985;
de Bold et al., 1981). En effet, on compte maintenant trois membres, soient
I’ANP, le brain natriuretic peptide (BNP) et le peptide natriurétique de type-C
(CNP), qui possedent une grande homologie relative et dont les actions
biologiques s’effectuent via les mémes récepteurs membranaires et la

génération du méme second messager.
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3.1. Structure et synthese

L’ANP est un peptide circulant sous plusieurs formes, dont la principale
est ’ANP (gq.126) > aussi appelé a-ANP. Composé de 28 acides aminés (a.a.),
I’ANP présente une boucle de 17 a.a. formée par un pont disulfure entre les
cystéines en position 105 et 121 et qui s’avere indispensable pour la liaison a
son récepteur et dopc a sa fonction biologique (Figure 1.1) (Atlas et Laragh,
1986; Schwartz ef al., 1985; Currie et al., 1984). De plus, la séquence primaire
de I’ANP est hautement conservée entre les espéces étudiées de mammiferes, a
’exception d’une substitution a la position 110. En effet, chez les especes
humaine, bovine, porcine et canine, une méthionine occupe cette position
contrairement & une isoleucine chez les rongeurs tels le lapin, le rat et la souris
(Yandle et al., 1991; Needleman et al., 1989). Toutes les formes d’ANP
circulant originent d’un méme précurseur de 126 a.a., le pro-ANP (ou y-ANP),
provenant de la forme codée du gene, le prépro-ANP, un précurseur de 152

a.da.

La séquence génique de ’ANP a été déterminée par I’isolement de son
ADN complémentaire et directement de son gene (Greenburg et al., 1984;
Nakayama et al., 1984, Nemer ef al., 1984; Oikawa et al., 1984). Le géne de
I’ANP comporte trois exons séparés de deux introns et contient des éléments
régulateurs en aval de la séquence codante qui pourraient conférer son
expression spécifique au niveau des cardiomyocytes (Lapointe et al., 1988).
Ce gene posséde aussi une région homologue aux régions AP-1 capable de lié
les proto-oncogeénes c-fos et c-jun, une région répondant & I’AMPc de méme
qu’une région sensible aux glucocorticoides (Kovacic-Milivojevic et Gardner,

1992; Argentin et al., 1991; Rosenzweig et al., 1991). Le transcrit primaire est



30

un prépro-peptide de 152 a.a. (Kangawa et al., 1984; Nakayama et al., 1984).
La séquence du peptide signal de ce dernier est ensuite clivée par une
endopeptidase pour donner naissance au pro-ANP, qui est emmagasiné dans
des granules de sécrétion au niveau des cardiomyocytes auriculaires (Miyata et
al., 1985; Thibault et al., 1987). Lors de sa relache, le pro-ANP est scindé pour
produire un fragment N-terminal de 98 a.a. (ANP(g) et un fragment
biologiquement actif de 28 a.a. (ANP (99.126)) (Sei et al., 1992; Corthorn et al.,
1991; Glembotski et al., 1991; Michener et al., 1986; Schwartz et al., 1985,
Thibault ef al., 1985). De plus, le fragment N-terminal (1-98), cosécrété en
quantité équimolaire avec I’ANP (g9.556) mais dont on ne connait pas
I’importance physiologique, a une demie-vie plus longue et une élimination
plus faible, d’ou sa concentration plasmatique 10 fois plus élevée (Thibault et
al., 1988). Chez I’homme, on retouve une autre forme dimérique antiparalléle
d’ANP 99126y dans la circulation que I’on appelle B-ANP, et qui s’avére
anormalement élevée chez des patients en insuffisance cardiaque (Sugawara et

al., 1988).

Chez I’adulte, ’ANP est principalement synthétisé au niveau des
oreillettes. Dans le ventricule normal adulte, les concentrations d’ARNm sont
environ 100 fois inférieures aux concentrations auriculaires alors que celles du
peptide immunoréactif sont 1000 fois plus faibles (Mercadier er al., 1989;
Gardner ef al., 1986; Nemer ef al., 1986). Des quantités faibles d’ARNm de
prépro-ANP sont aussi retrouvées dans les cellules ventriculaires normales
(Gutkowska et Nemer, 1989; Forssman et al., 1986). De plus, en conditions
hémodynamiques ou le coeur répond & une situation de stress telles les
surchages de volume et de pression, les myocytes ventriculaires réexpriment le

géne de ’ANP. Cela constitue un excellent marqueur de 1’hypertrophie
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cardiaque dans différents modeles expérimentaux mais son importance

physiologique est encore mal comprise (Calderone ef al., 1995).

ANP BNP CNP

Figure 1.1  Structure et séquence en acides aminés des membres de la famille des
peptides natriurétiques humains. Les formes matures sont I’ANP, le BNP-32 et le
CNP-22. Les cercles noirs représentent les acides aminés qui sont communs pour les
trois membres de cette famille. D’aprés Yandle (1994).
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3.2. Sécrétion

La distension mécanique exercée sur la paroi des oreillettes est un
facteur important dans la régulation de la sécrétion d’ANP (Ruskoaho ef al.,
1992; Rosenzweig et Seidman, 1991). En plus du réle de I’étirement, la
reldche d’ANP peut étre controlée par des facteurs humoraux provenants de la
circulation sanguin;:. En effet, des études ont démontré ’effet sécrétagogue
intrinséque et potentialisateur de plusieurs substances vasoactives, dont
I’angiotensine II, I’endothéline-1, la vasoporessine et les prostaglandines
(Thibault et al., 1994; Itoh et al., 1987; Klemm et al., 1987; Westenfelder et
Baranowski, 1987; Manning et al., 1985). Les minéralocorticoides, les
glucocorticoides, les androgénes et les hormones thyroidiennes stimulent aussi
la sécrétion d’ANP (Gardner et al., 1988; Matsubara et al., 1987; Ballerman et
al., 1986; Garcia et al., 1985). D’autres produits influencent sa concentration
plasmatique comme le diéthyl éther, un agent anesthésiant, et la morphine
(Gutkowska et al., 1986). Plus récemment, Focaccio et al. ont démontré
I'importance de la température sur la reliche d’ANP lors d’épisodes
ischémiques dans le coeur de lapin (Foccacio et al., 1995). Au niveau
cellulaire, I’activation de la PKC stimule la sécrétion d’ANP alors que celle de

la PKA I’atténue (Shields et Glembotski, 1989).

Le mécanisme intracellulaire responsable de la libération de 1I’ANP
semble étre régulé par les flux transmembranaires de Ca’’. En effet, une
augmentation de [Ca’']; , provoquée soit par une inhibition de la pompe
Na'/K" ATPase, une activation des canaux calciques ou une augmentation de
la calcémie, amene la relache de I’ANP (Hirata et al., 1988; Hu et al., 1988;

Yamamoto ef al., 1988). L’ ANP repose dans les granules de sécrétion sous la
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forme de la pro-hormone. Plus récemment, Canaff er a/. ont démontré
I’importance des paires de résidus acides en positions 23 et 24 du pro-ANP
pour sa liaison avec la Ca®*, son aggrégation subséquente et sa séquestration
dans les granules de sécrétion de la voie régulée (Canaff et al., 1996). Entre la
sécrétion et D’entrée du peptide mature dans le sinus coronaire, des
mécanismes enzymatiques sont requis pour le clivage du pro-ANP car les
coeurs perfusés de rats sécrétent seulement I’ANP sous sa forme mature de 28
a.a. (Thibault et al., 1986). Ces mécanismes demeurent pour le moins obscurs
bien que deux enzymes peuvent catalyser in vitro cette réaction de clivage

(Wypij et Harris, 1992; Imada ef al., 1988).

3.3. Actions physiologiques

L’ANP posséde de fortes activités diurétique, natriurétique et
vasorelaxante (Figure 1.2) (Cantin et Genest, 1985; Laragh, 1985). Ses
activités reposent en partie sur les différentes actions antagonisant les effets
physiologiques du systéme rénine-angiotensine et de la vasopressine (AVP).
Tout d’abord, ’ANP agit comme modulateur du systéme rénine-angiotensine
et en contrdle sa production. En effet, I’ ANP est capable d’inhiber la sécrétion
de rénine au niveau des cellules de 1’appareil juxtaglomérulaire rénal (Henrich
et al., 1987; Kurtz et al., 1986). En plus d’inhiber I’effet hypertenseur
périphérique de 1I’Ang II, I’ANP réduit ses effets constricteurs glomérulaire et
mésangiale, la réabsorption des électrolytes et de I’eau qu’elle induit.au tube
contourné proximal et son effet sécrétagogue d’aldostérone (Barrio et al.,
1987; Casto et al., 1987; Naruse ef al., 1987; Atarashi et al., 1985). Cet effet
inhibiteur sur la reldche d’aldostérone représente aussi un effet direct de I’ANP

sur la synthése basale de tous les stéroides corticosurrénaliens en plus de la
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réduction de 1’activité du systéme rénine-angiotensine (Laragh, 1985; Racz et
al., 1985; Goodfriend et al., 1984). Par ailleurs, ’ANP inhibe les effets
vasoconstricteurs de 'AVP sur les fibres musculaires lisses, son effet
antidiurétique sur le tubule collecteur de la médulla rénale en plus d’en
empécher directement la synthése au niveau du systéme nerveux central

(Meyer-Lehnet et al., 1988; Nonoguchi ef al., 1988; Standaert et al., 1987).

L’ANP montre des propriétés hémodynamiques intrinséques a
différents niveaux. Au niveau de la circulation, I’ANP est capable d’augmenter
la pression osmotique dans les capillaires et de provoquer une vénodilatation,
ce qui diminue respectivement le volume plasmatique et la pression de
remplissage, résultant en une diminution significative de la pré-charge
(Espiner, 1994). L’ANP diminue le débit cardiaque & court terme tandis que
son effet hypotenseur artériolaire semble persister, suggérant son rdle
important a plus long terme dans la réduction de la résistance vasculaire
périphérique (Mizelle et al., 1992; Parkes et al., 1988). Au niveau cellulaire
cardiaque, I’ANP  posséde des propriétés  vagoexcitatrice et
sympathoinhibitrice, entrainant respectivement une augmentation dans
’activité des récepteurs muscariniques et une diminution au niveau de celle
des récepteurs B;-adrénergiques. En effet, I’ANP, via une potentialisation du
courant potassique couplé & I’acétylcholine, augmente la vitesse de conduction
et réduit la phase 4 de dépolarisation au niveau du tissu auriculaire en plus de
diminuer la génération de potentiels d’actions dans les cellules pacemaker du
noeud sinusal (Clemo et al., 1996). De plus, I’ANP inhibe le canal calcique et
I’entrée successive de calcium dans les cellules du noeud auriculo-
ventriculaire, qui se traduit par une diminution de la vitesse de conduction

(Clemo et al., 1996). Au niveau des myocytes ventriculaires et des cellules des
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muscles papillaires, ’ANP semble en diminuer la contractilité (Neyes et

Vetter, 1989; Meulemans ef al., 1988).

Au niveau rénal, I’ ANP peut stimuler la natriurése et la diurése de fagon
directe en agissant au niveau de plusieurs mécanismes. En effet, I’ANP produit
une augmentation de la filtration glomérulaire en provoquant une dilatation
des artérioles afférentes et une constriction des artérioles efférentes (Huang et
al., 1985). L’ANP égit aussi au niveau des tubules collecteurs afin d’empécher
la réabsorption de sodium (Atlas et Laragh, 1986; Needleman et Greenwold,
1986). De plus, I’ANP peut causer une redistribution du flot sanguin vers les
néphrons plus distaux ou la réabsorption de sodium est faible (Buckalew et al.,
1987). L’ANP participe également dans la balance positive d’excrétion
d’autres ions, notamment en augmentant les concentrations de chlore urinaire
ainsi que des ions calcium, magnésium et phosphates, tout en n’affectant pas
I’excrétion des ions potassium (Maack et Kleinert, 1984). Chez ’homme, on
note clairement une augmentation dans I’excrétion de sodium et de GMPc¢
apres des infusions bréves d’ANP qui générent des niveaux plasmatiques plus
élevés mais toujours physiologiques (Richards et al., 1988). Chez des patients
plus agés, cette réponse natriurétique diminue bien que le niveau plasmatique

de GMPc reste le méme (Or et al., 1993).

Des études plus récentes a 1’aide de souris n’exprimant pas le géne du
pro-ANP ou encore celui du récepteur de type A ont montré I’'implication du
systeme natriurétique dans 1’hypertension. En effet, les souris homozygotes
déficientes en pro-ANP ont montré une pression sanguine significativement
supérieure alors que chez les souris hétérozygotes, seule une diéte riche en

sodium a provoqué ce méme effet. Cette expérience montre qu’une baisse de
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production d’ANP peut mener & I’hypertension chez des individus présentant
une sensibilité accrue au sel (John et al., 1995). De plus, chez des souris
homozygotes n’exprimant pas le récepteur de type A, I’élévation de pression
sanguine s’est manifestée dans tous les types de dictes en sel, ce qui peut
expliquer les formes de résistance au sel rencontrées chez des patients

hypertendus (Lopez et al., 1995).
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Formne auriculaire de stockage
Pro ANP 1-126

SECRETION
| Distension auriculaire

@ Peptides circulants
C»:-TERMINAL C-TERMINAL

ANp 1-98 ANP 99-126

AN

ME.‘I'ABOLISM‘E ACTIONS EXTRA-RENALES
+ VAISSEAUX

CORTICO-SURRENALE
S e ey SYSTEME NERVEUX CENTRAL

N -TERMINAL
\ACTIONS RENALES

A
/FG

# REABSORFTION Na+
/ REABSORPTION DEAU

o EXCRETION SODEE
o FLUX URINAIRE

¥ YOLUME Ei(TRACELLULAIRE

Figure 1.2 Actions physiologiques de 1’ANP. L’expansion du volume
extracellulaire entraine une distension auriculaire (1), stimulant la sécrétion d’ ANP
(2). Via la liaison a des récepteurs au niveau de différents tissus, I’ANP agit
directement (3) ou indirectement sur la fonction rénale. L’augmentation de
I’excrétion hydrique et sodée (4) provoque une réduction du volume extracellulaire.
Les volorécepteurs auriculaires pergoivent la diminution volumique (5). D’aprés
Peterson et Benjamin (1992).

() FG : Filtration glomérulaire
FF : Fraction filtrée
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3.4. Métabolisme

La demi-vie de ’ANP chez I’homme est de ’ordre de 2 a 3 minutes
dans la circulation sanguine aprés sa sécrétion au niveau des oreillettes
(Yandle et al., 1986). Les processus cataboliques sont donc trés actifs et
comportent deux mécanismes principaux: les récepteurs de clairance (NPR-C)

et 'endopeptidase neutre EC 24.11 (NEP).

Maark et al., en 1987, ont suggéré |’existence des récepteurs de
clairance & I’ANP. En effet, en bloquant I’activité du récepteur NPR-C avec un
agoniste spécique, il se produit une diminution significative de la clairance de
I’ANP (Maark et al., 1987). Aprés la liaison a ce sous-type de récepteur,
I’ANP est internalisé pour étre acheminé vers les lysosomes ou s’effectue sa
dégradation (Nussenzveig ef al., 1990). Le récepteur NPR-C est abondant dans
beaucoup de tissus: entre autres, il représente 95% des sites de liaisons des
peptides natriurétiques dans les cellules endothéliales et rénales, 90% dans les
cellules musculaires lisses et 73% dans les poumons (Olins et al., 1988). De
plus, des transcrits du récepteur NPR-C sont présents au niveau du coeur, du
cerveau, de I’hypophyse, du rein, et des surrénales (Canaankuhl et al., 1992;

Nunez ef al., 1992; Wilcox et al., 1991).

De son c6té, la NEP (ou enképhalinase) est capable de cliver ’ANP
entre les résidus Cyst—Phe106 et Ser'>-Phe'**, de fagon a rompre la boucle
indispensable & son activité (Olins et al., 1987; Stephenson et Kenny, 1987).
La NEP est une ecto-enzyme transmembranaire contenant un site actif
extracellulaire qui est capable d’agir sur différents substrats hormonaux dont

I’Ang II, ’endothéline, I’enképhaline et la gastrine, en plus de cataboliser
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I’ANP (Roques et al., 1993; Gafford et al., 1983). De plus, elle peut moduler
les niveaux de peptides natriurétiques dans différents organes puisqu’elle est
présente dans le tissu vasculaire, les glomérules, les cellules musculaires lisses
rénales et dans les cellules épithéliales du tube contourné proximal (Tamburini

et al., 1989; Dickinson et al., 1991; Dussaule ef al., 1993; Landry et al., 1993).

3.5. Le peptide natriurétique de type-B

Le BNP présente une structure homologue a ’ANP et contient aussi
une boucle de 17 a.a. (Figure 1.1) (Yandle, 1994). Originalement identifié
dans le cerveau porcin, le BNP se trouve en fait en plus grande quantité au
niveau du coeur (Sudoh et al., 1988a; Hino ef al, 1990). Ce dernier est
maintenant accepté comme la source principale de synthése du BNP circulant,
qui se présente sous la forme principale du BNP de 32 kD chez I’homme

(Yandle, 1994; Sudoh et al., 1988b).

L’organisation fonctionnelle du gene du BNP est similaire a celle de
I’ANP bien qu’il présente des différences importantes au niveau de la
régulation d’expression. Aussi, la maturation du pro-BNP se fait au niveau de
sites distincts, ce qui peut expliquer une homologie de 59% entre les deux
peptides (Rosenzmeig et Seidman, 1991). Au niveau des oreillettes, le BNP et
I’ANP se trouvent dans les mémes granules et sont co-sécrétés en réponse a
I’étirement de la paroi (Thibault ef al., 1992; Nakamura et al., 1991). Bien
qu’en quantité plus élevée au niveau des oreillettes, 60% du BNP circulant
provient de sa sécrétion dans les ventricules normaux (Ogawa et al., 1991,
Abuyara et al., 1989). De plus, sa sécrétion ventriculaire est significativement

augmentée dans les processus de surchages hémodynamiques. En fait, le BNP
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agirait comme hormone d’urgence par sa synthése ventriculaire rapide lorsque

le coeur se trouve en €pisodes de stress (Nakagawa ef al., 1995).

L’administration de BNP induit des changements hémodynamiques
apparentés a ceux qu’entrainent I’ANP (McGregor et al., 1990). Ainsi, le BNP
inhibe 1’activité de la rénine plasmatique, supprime la relache d’aldosérone
induite par I’Ang II, augmente 1’excrétion de sodium via un mécanisme
impliquant le GMPc en plus de potentialiser I’action vasorelaxante de I’ANP

(Espiner, 1994; Hashiguchi et al., 1988).
3.6. Le peptide natriurétique de type-C

A Iorigine isolé dans le cerveau porcin ol il est le peptide natriurétique
le plus abondant, le CNP et son transcrit se retrouvent aussi au niveau des
cellules endothéliales, musculaires vasculaires lisses et cardiaques (Suga et al.,
1992; Sudoh et al., 1990). Le CNP, tout comme I’ANP et le BNP, présente une
stucture avec un boucle de 17 a.a. (Figure 1.1). La structure de son géne n’est
pas enticrement €lucidée ainsi que sa maturation produisant la forme majeure
atteignant la circulation (Espiner, 1994). Chez le chien, le CNP provoque une
baisse de la pression artérielle et une diminution du débit cardiaque sans action
natriurétique (Clavell ez al., 1993). D’autres études montrent cependant aucun
effet du CNP sur la pression sanguine mais une augmentation des taux
plasmatique et urinaire de GMPc (Espiner, 1994). Par contre, le CNP diminue
la concentration d’aldostérone dans le plasma sans changer I’activité de la
rénine, provoque une relaxation des artére coronaires en plus de manifester
une action vénodilatatrice plus importante que I’ANP (Espiner, 1994; Wei et

al., 1993).



41

4. Récepteurs des peptides natriurétiques

L°’ANP agit au niveau des différents organes par 1’intermédiaire de
récepteurs transmembranaires. Les récepteurs des peptides natriurétiques
(NPR) se divisent en deux catégories fonctionnelles: les récepteurs qui sont
dits biologiquement actifs et couplés a la génération de GMPc intracellulaire,
les NPR-A et NPR-B, et les récepteurs biologiquement non actifs qui
participent au métabolisme de I’ANP, les récepteurs de clairance appelés NPR-

1

4.1. Structure

Les NPR-A et NPR-B présentent des structures homologues d’environ
130 kDa (Leitman et al., 1986). IIs contiennent un domaine extracellulaire de
440 a.a. responsable de la liaison avec [’hormone, une région
transmembranaire et un long segment intracellulaire de 568 a.a. composé d’un
domaine similaire aux protéines kinases en plus du domaine enzymatique de la
gyanylyl cyclase qui génére le GMPc intracellulaire. Les homologies de
structure entre ces 2 sous-types de NPR sont respectivement de 44, 63 et 88%
pour les domaines extracellulaire, protéine kinase et guanylyl cyclase (Figure
1.3) (Chang et al., 1989). Par contre, le récepteur de clairance (NPR-C) ne
posséde pas le long segment intracellulaire, le domaine protéine kinase et
activité enzymatique de la gyanylyl cyclase (Fuller et al., 1988). Ce récepteur
présente un domaine extracellulaire de 436 a.a. pour la liaison & 1’hormone,
une région tranmembranaire de 23 a.a. et un domaine intracellulaire trés court
de 37 a.a., lui conférant des homologies de 33 et 30% aux NPR-A et NPR-B

respectivement (Figure 1.3). A la surface cellulaire, le NPR-C semble étre
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exprimé principalement sous la forme d’un homodimeére composé de deux
sous-unités identiques de 66 kDa, bien que I’ANP possede une affinité

similaire pour les formes monomérique ou dimérique (Porter ef al., 1989).

Le GMPc est le principal second messager des peptides natriurétiques
et la majorité de leurs actions biologiques est directement reli€ a sa génération
intracellulaire. Cette production de GMPc requiert premiérement la liaison de
I’ANP au domaine extracellulaire du récepteur. Le domaine intracellulaire
ressemblant aux protéines kinases est indispensable a la transduction du signal.
En effet, une déletion y provoque une activation constitutive et une production
continue de GMPc, montrant le rdle inhibiteur de cette région dans les
conditions basales (Koller et al., 1993; Chinkers et Garbers, 1989). De plus,
I’adénosine triphosphate (ATP), en se liant au domaine protéine kinase,
semble participer a une étape importante de phosphorylation qui influence
I’activité de la gyanylyl cyclase en potentialisant la production de GMPc en
présence de ’ANP (Potter et Garbers, 1994; Koller et al., 1993; Chinkers et
al., 1991). De plus, la présence simultanée de I’ANP et de ’ATP semble

indispensable pour I’activation du récepteur (Chinkers ez al., 1991).
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NPR-A NPR-B NPR-C

ANP>BNP>>CNP  CNP>>ANP2BNP  ANP=BNP=CNP

domaine

extracellulaire
~440aa

domaine
transmembranaire

domaine

protéine kinase
~280a0a

adénylyl cyclase?
clairance?

domaine

guanylyl cyclase
~2¥000

GMPc GMPc

Figure 1.3 Représentation schématique des récepteurs des peptides
natriurétiques de rat.



44

4.2. Distribution tissulaire

Chez I’homme, I’expression des récepteurs natriurétiques a été
retrouvée aux niveaux des reins, des glandes surrénales, du cerveau de
I’hypophyse et du coeur (Nunez et al., 1992). Les récepteurs de ’ANP se
retrouvent aussi dans la majorité des tissus provenant du rat, incluant les reins,
les poumons, le cerveau, I’hypophyse, les glandes surrénales, le foie, I’aorte et

le coeur (Nunez et al., 1992; Tallerico-Melnyk et al., 1992).

Au niveau du coeur, des études de radio-liaison sur des cellules isolées
ont montré la présence de récepteurs au niveau des myocytes et des
fibroblastes ventriculaires (Cao et Gardner, 1995; Neyes et Vetter, 1989;).
Dans les cellules endothéliales, musculaires lisses et les fibroblastes de
poumons en culture, le récepteur NPR-C représente 90% de la population des
NPR. Dans le rein total, 95% des sites de liaison sont du sous-type NPR-C
(Maack, 1992). Par contre, des études plus précises montrent la présence de 50
et 70% de récepteur NPR-C dans la papille rénale et les glomérules

respectivement (Martin et al., 1989; Maack et al., 1987).

4.3. Sélectivité

La sélectivité des récepteurs NPR-A et NPR-B est reliée directement a
la structure des ligands. Une rupture du pont disulfure, une délétion ou une
substitution des a.a. a 'intérieur de la boucle ou une délétion de la région C-
terminale Phe-Arg-Tyr de I’ANP affectent sa liaison aux récepteurs (Olins ef
al., 1988, Scarborough et al., 1988; Scarborough et al., 1986; Schenk et al.,

1985). Par contre, la région N-terminale et le résidu Tyr126 dans la portion C-
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terminale ne semblent pas étre importants car PANP 193.126) €t "’ANP 03.125
sont aussi efficaces a lier les récepteurs NPR-A et NPR-B que I’ANP g5
(Maack et Kleinert, 1986).

La liaison au récepteur NPR-C requiert une structure beaucoup moins
précise du ligand. En effet, différentes substitutions au niveau de I’ANP g9 154
ont donné naissance a des analogues présentant une affinité¢ similaire pour le

récepteur NPR-C (Adams et al., 1988; Leitman et al., 1988; Leitman et al.,

1986). Le prototype de ces analogues est le des[GIn'®, Ser", Gly B e ?

Gly 22]ANP(4_23)-NH2 de rat, aussi appelé c-ANP. Le c-ANP posseéde la méme
affinit¢ de liaison que I’ANP(49.126) pour le reécepteur NPR-C, tout en
n’induisant ou en n’antagonisant pas la production de GMPc induite par ce
dernier (Maack et al., 1987). Dés lors, il a été possible de discriminer la
présence de récepteurs couplés a la guanylyl cyclase et le récepteur de

clairance aux niveaux de différents tissus et de cellules en culture.

L’ordre de grandeur de 1’affinité des peptides natriurétiques pour le
récepteur NPR-A se présente comme suit: ANP=BNP>>CNP. Pour le
récepteur NPR-B, I’affinité relative est: CNP>>ANP>BNP. L’ANP et le BNP
se lient donc a haute affinité pour le récepteur NPR-A alors que le CNP se lie a
haute affinité pour le récepteur NPR-B. Enfin, I’ANP, le CNP et le BNP
possédent la méme affinité de liaison pour le récepteur NPR-C, similaire a

celle que présente le c-ANP (Thibault et al., 1995).
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4.4. Seconds messagers

Les actions biologiques des peptides natriurétiques sont la conséquence
d’une stimulation de la guanylyl cyclase rattachée aux récepteurs NPR-A et
NPR-B, sans effet sur la guanylyl cyclase soluble. L’activation de la guanylyl
cyclase est associée a une production de GMPc, suivie de sa sortie active dans
le milieu extracellulaire. Les concentrations de GMPc dans le milieu
extracellulaire deviennent rapidement plus €élevées que celles retouvées dans la
cellule. La plupart des actions connues des peptides natriurétiques dépendent
de cette accumulation de GMPc. Par la suite, le GMPc peut activer une
protéine kinase dépendante du GMPc, la protéine kinase G (PKG) (Espiner,
1994).

Le role du récepteur NPR-C était initialement restreint au métabolisme
de I’ANP (Nussenzveig et al., 1990). De nombreuses études montrent
maintenant 1’implication du récepteur NPR-C dans les actions biologiques des
peptides natriurétiques par une voie indépendante de la production de GMPc.
En effet, le récepteur NPR-C est couplé & I’hydrolyse des
phosphatidylinositols menant a 1’activation de la protéine kinase C et a la
formation d’inositol triphosphate (Hirata et al., 1989). D’autres études ont
montré une inhibition de I’adénylyl cyclase par la queue cytoplasmique du
récepteur, avec une diminution conséquente d’adénosine monophosphate
cyclique (AMPc) dans la cellule, via un mécanisme impliquant possiblement la
protéine G; (Anand-Srivastava et al., 1996; Anand-Srivastava ef al., 1990).
Une étude plus récente a aussi démontré 1’implication du récepteur NPR-C
dans la production de NO et la régulation de la NO synthase inductible apres

I’activation par des cytokines (McLay et al., 1995). Ces observations semblent
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aussi se réfléter dans les actions physiologiques de I’ANP. En effet, la
synthése d’ET-1 est inhibée par I’ANP apres sa liaison au récepteur NPR-C
via la diminution d’AMPc intracellulaire (Hu et al., 1992). La propriété anti-
proliférative de I’ANP sur les cellules musculaires vasculaires lisses est due en
partie & un mécanisme inconnu impliquant le NPR-C mais non le GMPc

(Cahill ef al., 1994).

4.5. Actions intracellulaires du GMPc

Les agents qui provoquent I’accumulation de GMPc dans la cellule sont
capables d’atténuer 1’hydrolyse des phosphatidylinositols. Au niveau des
cellules musculaires lisses, I’ANP3.125) inhibe la contraction et
I’accumulation d’inositol monophosphate induites par la norépinéphrine. De
plus, cette action semble étre liée a la production de GMPc puisque le 8-
bromo-GMPc (8-Br-GMPc), un analogue du GMPc qui traverse la membrane
plasmatique, reproduit ces effets (Rappoport, 1986). Une accumulation
cellulaire de GMPc peut aussi provoquer le découplage de la protéine G a la
phospholipase C (Hirata et al., 1990). De plus, le GMPc peut jouer un role
important dans les propriétés anti-prolifératives de I’ANP au niveau des
cellules musculaires vasculaires lisses via un mécanisme dépendant de
I’activation de la PKG et de I’inactivation subséquente de la protéine Raf-1 par
phosphorylation (Yu ef al., 1997). Au niveau des myocytes cardiaques adultes,
le GMPc semble moduler la relaxation et le tonus diastolique en réduisant la
réponse relative des myofilaments au Ca’", via une possible implication de la
PKG (Shah et al., 1994). De plus, des études in vifro ont montré une
augmentation de I’activité de la pompe Ca”-ATPase du réticulum

sarcoplasmique suite & une phosphorylation du phospholamban par la PKG
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(Cornwell et al., 1991; Raeymaker et al., 1988). La PKG pourrait aussi
influencer I’extrusion de Ca’* en modifiant I’activité des canaux calciques

membranaires (Lohmann ef al., 1991).

1.5. Hypothése de travail

En réponse a des changements hémodynamiques, I'hypertrophie
cardiaque est un mécanisme d’adaptation qui découle de l’intéraction entre
plusieurs facteurs mécaniques et humoraux. Des peptides vasoactifs comme
I’Ang II et I’ET-1 semblent agir directement au niveau du métabolisme des
cellules cardiaques en induisant [I’hypertrophie des cardiomyocytes et
I’hyperplasie des fibroblastes. Au niveau de ces derniers, plusieurs facteurs,
incluant I’Ang II et certains facteurs de croissance, peuvent aussi modifier la
synthése et la sécrétion de protéines de la matrice extracellulaire de maniére a
favoriser leur accumulation dans le milieu interstitiel. De plus, dans plusieurs
modeles expérimentaux d’hypertrophie cardiaque, la réexpression génique de
I’ANP s’avére un excellent marqueur et peut se manifester trés rapidement. La
relation temporelle entre cette réexpression d’ANP et la baisse subséquente
d’expression de fibronectine nous a amené a poser 1’hypothése de I’effet
cardioprotecteur possible des peptides natriurétiques. Jusqu’a présent,
quelques études ont montré I’importance de I’ANP dans des processus anti-
prolifératifs pour plusieurs types cellulaires. Par contre, au niveau cardiaque,
"utilisation de cellules provenant de rats nouveaux-nés ne peut clairement
¢tablir une relation entre les effets locales de ’ANP sur les fibroblastes
cardiaques et le remodelage ventriculaire observé en hypertrophie
pathologique chez 1’adulte. Afin de vérifier I’hypothése de I’implication de

I’ANP dans la cardioprotection au cours de stimuli hypertrophiques, nous
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avons étudié l’effet des peptides natriurétiques sur le métabolisme des
fibroblastes cardiaques de rats adultes normaux mis en cultures cellulaires
primaires. Nous avons également caractériser les récepteurs des peptides
natriurétiques en plus d’étudier la réponse en GMPc afin d’établir I’importance
de leur implication dans les effets observés de I’ANP. Nous avons donc
investiguer le role de I’ANP sur la prolifération et la sécrétion de fibronectine
au niveau des fibroblastes cardiaques et son intéraction avec le facteur de

croissance PDGF.
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ABSTRACT

Vasoactive hormones and growth factors are involved in the
morphology and cellular homeostasis of the heart, partly by controlling
fibroblast proliferation associated with cardiac hypertrophy. In primary
cultures of cardiac fibroblasts from adult Sprague-Dawley rats, atrial
natriuretic peptide (ANP) and C-type natriuretic peptide (CNP) at 100 nmol/L
inhibit by about 30% platelet-derived growth factor (PDGF)-induced fibroblast
DNA synthesis. This inhibitory effect is mimicked by a cyclic GMP (¢cGMP)
analog but is not seen in the presence of 100 nmol/L. cANP, an agonist of the
clearance natriuretic peptide receptor (NPR)-C, indicating a phenomenon
possibly mediated by NPR-A or NPR-B via a cGMP-dependent mechanism. In
the nucleus, ANP, CNP and 8-bromo-cGMP (8-Br-cGMP), but not cANP,
decrease significantly by about 30% PDGF-induced promotion into the S
phase of the cell cycle. However, long-term treatment with natriuretic peptides
fails to reduce PDGF-induced fibroblast proliferation. The presence of more
than 95% NPR-C and less than 5% NPR-A and/or NPR-B with total basal
densities around 350 fmol/mg of protein was assessed by radioligand binding
experiments. Consequently, ANP and CNP at 100 nmol/L induce respectively
a 7- and 5-fold increase of cGMP relative to baseline whereas cANP has no
effect. A 24h exposure to PDGF decreases receptor total densities by half but
increases by 2.7-fold ANP-induced ¢cGMP production, and could account for
the natriuretic peptide failure to reduce proliferation in longer term
experiments when compared to 8-Br-cGMP. Moreover, all peptides fail to
reduce PDGF-induced fibronectin secretion, even at a concentration of 100
nmol/L, suggesting dissociated regulation between replication and

extracellular matrix protein synthesis processes. These data indicate a possible
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cardioprotective role of ANP in the early onset of hypertrophy by its
antireplicative effect on fibroblasts. This inhibitory action seems to be

mediated by NPR-A or NPR-B through cGMP production.
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INTRODUCTION

Cardiac hypertrophy is an adaptation mechanism following
hemodynamic overload. At the cellular level, morphological changes are the
result of cardiac myocyte hypertrophy and proliferation of non-contractile cells
such as fibroblasts. Earlier investigations concentrated on the adaptive
response of cardiac myocytes which represent approximately 75% of the heart
mass. More recently, the involvement of fibroblasts in the onset and
maintenance of cardiac hypertrophy has been taken into consideration. In fact,
cardiac fibroblasts, which represent two-third of the cell population of the
heart, synthesize and secrete extracellular matrix proteins which create the
tridimentionnal structure of the tissue and make interconnections between
cardiac myocytes. Fibroblast growth and proliferation associated with the
accumulation of fibronectin and collagen in the myocardial interstitium have

been implicated in the remodeling process of left ventricular hypertrophy. =

Fibroblast metabolism seems to be influenced by diverse humoral
factors and vasoactive peptides. Indeed, angiotensin II (Ang II) can induce
hyperplasia of neonatal rat cardiac fibroblasts through the AT, receptor
subtype h activating protein kinase C and subsequenly mobilizing
intracellular Ca** .° More recently, it has been reported that cardiac fibroblasts
may play a critical role in the Ang II-mediated hypertrophic effect on cardiac
myocytes. 7 Furthermore, in vivo Ang II infusions induce fibronectin as well as
collagen types I and IIT mRNA expression in fibrotic cardiac regions. * In
neonatal rat cardiac fibroblasts, Ang II-induced fibronectin mRNA expression
is mediated by the AT, receptor subtype. ? In adult rat cardiac fibroblasts, Ang
IT stimulates collagen synthesis through both AT, and AT, receptor subtypes
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only at high concentrations that could be achieved locally within the
myocardium, implicating an intracardiac renin-angiotensin system. 3 Other
vasoactive peptides seem to be involved in collagen turnover. Endothelin-1
(ET-1) increases collagen types I and III synthesis without altering their
relative proportion and reduces collagenase activity. ' Other humoral agents,
like platelet-derived growth factor (PDGF), transforming growth factor B
(TGF-B), basic fibroblast growth factor (bFGF) and insulin-like growth factor-
1 (IGF-1) have been shown to influence fibroblast proliferation and collagen
production. 12 More recently, Simm et al. showed the presence of PDGF
specific receptors on adult cardiac fibroblasts, coupled with activation of
mitogen-activated protein kinase (MAPK) and p7OS6-kinase, both implicated
in growth regulation. " Vasoactive peptides can also interact at the cellular
level by producing the release of growth factors, as it has been shown for

14,15
and for

autocrine production of TGF-B in adult rat cardiac fibroblasts
expression of bFGF in adult rat ventricular myocytes and cardiac
microvascular endothelial cells. '° In vascular smooth muscle cells (VSMO),
Ang II and ET-1 required a competence growth factor like PDGF to exert their
mitogenic effects, showing important interactions between vasoactive peptides

and growth factors in modulating tissue growth. g

Secreted by the atria, atrial natriuretic peptide (ANP) is involved in the
homeostasis of blood volume and consequently of blood pressure. However,
its direct action on cardiac cells is not well understood. During the onset of
cardiac hypertrophy, there is reexpression of the ANP and brain natriuretic
peptide (BNP) genes with concomitant increase in plasma concentrations

18-22

associated with ventricular cardiac myocytes. The physiological effects of

the natriuretic peptides (NPs) on surrounding cells, like fibroblasts, are yet to
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be defined. On neonatal rat cardiac fibroblasts, ANP, BNP, C-type natriuretic
peptide (CNP) and cANP were all capable of modestly inhibiting cellular
proliferation induced by several agonists or mechanical stretch. > ANP and
BNP also antagonize Ang II- and ET-1-mediated cell proliferation, possibly by
inhibiting ET-1 gene expression. 2% These studies were conducted on neonatal
fibroblasts, and the implication of NPs on cardiac hypertrophy in adult animals

has yet to be demonstrated.

Fibronectin synthesis has been shown to precede the collagen
deposition that accompanies remodeling of the interstitium in myocardial
hypertrophy. » Furthermore, it has been demonstrated that the observed
temporal pattern of induction of ANP synthesis during cardiac hypertrophy
with the subsequent reduction in fibronectin and collagen expression may

account for a paracrine effect of hypertrophic myocytes on neighboring cells. *

The aim of this study was to investigate the cellular involvement of NPs
and their receptors in adult fibroblast proliferation and fibronectin secretion in

the normal heart.

MATERIALS AND METHODS

Culture of ventricular fibroblasts

Primary cultures of adult ventricular fibroblasts were prepared as
described previously. 26 Briefly, 4 week-old male Sprague-Dawley rats
(Charles River, St-Constant, Quebec, Canada) were anesthetized with

pentobarbital. The heart was quickly removed, and the superior third portion
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(atria and blood vessels) was discarded. The ventricles were washed, minced
and digested in Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) containing
0.015 mol/L Hepes, 0.2 g/dL bovine serum albumin (BSA), 100 U/mL
penicillin, 100 pg/mL streptomycin, 100 U/mL collagenase (CLS2,
Worthington Biochemical Co., Freehold, NJ) and 0.1 mL/dL trypsin (Gibco
BRL Life Technologies, Burlington, Ontario, Canada). The ventricles were
then digested 5 times for 15 min at 37°C with agitation in the same medium.
After each digestioh, the tissue was dissociated and the supernatant collected
and pooled. Following centrifugation at 2,000 rpm for 3 min, the pellet was
resuspended in DMEM medium, 0.2 g/dL. BSA, 0.015 mol/L Hepes, 100U/mL
penicillin, 100 pg/mL streptomycin, supplemented with 10 mL/dL fetal bovine
serum (FBS) (Wisent, St-Bruno, Quebec, Canada). Cells were seeded and
incubated for 2 h at 37°C in 10% CO,-90% air. Non-adherent cells were then
removed and adherent cells (mostly fibroblasts) were grown in fresh medium
with 10 mL/dL FBS. For all experiments, cells were grown for 72 h to reach
subconfluence and then incubated for 24 h in serum-free medium to reach
quiescence. Each treatment was then conducted according to techniques

described in this study.

[3H |-thymidine incorporation

Quiescent subconfluent cells seeded in 48-well plates were incubated
with PDGF-BB (0.05 to 0.8 nmol/Ll) (Calbiochem, La Jolla, CA) in the
absence or presence of ANP, CNP, cANP (10'11 to 107 mol/L) (Bachem
California, Torrance, CA) or the cGMP analog, 8-bromo-cGMP (8-Br-cGMP)
(10'3 mol/L) (Research Biochemicals International, Natick, MA) for 24 h. In
the last 6 h, [methyl-3H]-thymidine (Amersham Life Science, Oakville,
Ontario, Canada) was added at a final concentration of 0.037 MBg/mL.
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Keeping the plates on ice, free radioactivity was then removed and the cells
were washed 3 times with ice-cold 0.05 mol/L NaPO,, 0.15 mol/LL NaCl (PBS)
buffer, pH 7.4. Next, ice-cold 10 g/dL trichloroacetic acid (TCA) was added
for 15 min to allow precipitation. The precipitate was then washed twice with
95% methanol, air-dried and solubilized for 16 h in 0.2 mol/L NaOH. After
neutralization with 0.2 mol/LL HCI and the addition of liquid scintillant to each
sample, radioactivity was measured in a P-counter (LKB Wallac, Turku,

Finland).

Flow cytometry

Quiescent subconfluent cells seeded in 6-well plates were incubated
with PDGF-BB (0.2 nmol/L) in the absence or presence of ANP, CNP, cANP
(10'7 mol/L) or 8-Br-cGMP (10'3 mol/L) for 21 h. Culture media were then
discarded and cells collected after a 10 min treatment with 1g/dL trypsin-
EDTA at 37°C. Sedimented cells were washed twice with PBS buffer, pH 7.4
(2,000 rpm; 5 min). The supernatant was discarded and the pellet resuspended
in one volume of PBS buffer, pH 7.4. Two volumes of 90% ethanol (-20°C)
were then slowly added to allow cell fixation and stored at 4°C until used. For
the experiment, cells were again washed twice with PBS buffer, pH 7.4, the
supernatant was discarded and the pellet resuspended in Krishan buffer, pH
7.4, containing 0.1 g/ sodium citrate, 0.02 pg/LL RNAse A, 0.3 mL/dL
Nonidet P-40 and 0.05 pg/L propidium iodide. Kept in the dark and on ice for
30 min, the reaction mixture was then centrifuged at 2,000 rpm for 5 min and
the pellet resuspended in fresh Krishan buffer, pH 7.4. Using a 26-gauge
needle, each sample was dispersed to ascertain removal of cell clusters and
kept on ice until analysis. Cell cycle experiments were analysed by Coulter XL

with System II sofware (Coulter, Miami, FL). Propidium iodide signals were
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collected using a 610 Band Pass filter and doublets discrimination was done
using peak signals. Cell cycle analysis was performed using Multicycle AV

software (Phoenix Flow Systems, San Diego, CA).

Crystal violet staining

Quiescent subconfluent cells seeded in 96-well plates were incubated
with PDGF-BB (0.2 nmol/L) in the absence or presence of ANP, CNP, cANP
(10'7 mol/L) or 8-Br-cGMP (10'3 mol/L) for 3 days. The medium with growth
factor and peptide reagents was changed every 24 h to counterbalance
degradation. Quantification of cell proliferation was measured by a modified
crystal violet staining method according to Kueng ef al. i Briefly, the medium
was removed and cells were washed 3 times with PBS buffer, pH 7.4. Cells
were then air-dried for 16 h at 37°C in a 10% CO,-90% air incubator. Dried
cells were stained by addition of 100 pL. of a 0.1 g/dL crystal violet solution
dissolved in water and agitated for 20 min. Plates were washed 3 times with
water to remove excess dye and air-dried. Bound dye was then solubilized by
addition of 100 pL of 1.7 mol/L acetic acid to each well. The optical density of
dye extracts was measured at 570 nm wavelength directly in plates using a 96-
well plate spectrophotometer (BIO-TEK Instruments, model EL-310,
Winooski, VT).

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) of fibronectin

Quiescent cells seeded in 48-well plates were incubated with PDGF-BB
(0.2 nmol/L) in the absence or presence of ANP, CNP, cANP (10'7 mol/L) or
8-Br-cGMP (10” mol/L) for 48 h. The medium was then collected and quickly
frozen at -70°C until used. Fibronectin was measured by ELISA according to

Rennard ef al. *® Ten uL of medium (or 0.057 to 375 ng rat fibronectin) were



60

incubated with rabbit anti-rat fibronectin antiserum (1:500,000) (Calbiochem)
for 16 h at 4°C in a final volume of 500 pL 0.02 mol/L NaPO, buffer, pH 7.4,
containing 0.15 mol/L NaCl, 0.05 mL/dL Tween 20 and 3 g/dL. BSA. Each
sample was then incubated for 30 min in rat fibronectin-coated 96-well plates
(Immulon II, VWR Scientific, Ville Mont-Royal, Quebec, Canada). After
washing 5 times with an automated microplate washer (BIO-TEK Instruments,
model EL-402), each well was incubated for 2 h with goat anti-rabbit IgG
coupled with horseradish peroxidase (BioRad Laboratories, Richmond, CA)
(1:1000). After washing, 200 pL of 2.2 mmol/L o-phenylenediamine in 0.1
mol/L citrate-PO, buffer, pH 5.0, and 3 mmol/L H,0, were added for a period
of 30 min. The reaction was stopped by the addition of 100 pL 4 mol/L
H,S0O,, and absorbance was read at 490 nm wavelength using a 96-well plate

spectrophotometer.

Preparation of ventricular fibroblast membranes

Quiescent subconfluent cells seeded in 15-cm dishes were incubated in
the absence or presence of 0.2 nmol/L. PDGF-BB for 24 h. The medium was
then removed and cells were rinsed 3 times with cold 0.05 mol/LL NaHCO;
buffer, pH 8.3, containing 1 mmol/L. phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF).
The cells were scraped in 2 mL 0.05 mol/LL NaHCOs; buffer using a rubber
policeman and homogenized in a Potter-Elvehjem tissue grinder. The
homogenate was then centrifuged for 15 min at 18,000 rpm and the
supernatant was discarded. The pellet was resuspended in 0.04 mol/L
CH;COONa - 0.15 mol/L NaCl buffer, pH 5.0, and kept on ice for 10 min in
order to ascertain the non-occupancy of receptors during binding studies. After
centrifugation at 18,000 rpm for 15 min, the supernatant was again discarded

and the pellet was resuspended in 0.05 mol/L Tris-HCI buffer, pH 7.4,
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containing 1 mmol/LL. PMSF. The protein concentration was determined by
bicinchoninic acid assay. 2® Membranes were frozen at -70°C and were thawed
on the day of the radioligand binding assay. Previous experiments in our
laboratory failed to demonstrate any differences between binding studies

performed on fresh or frozen membranes.

Radioligand binding assay

Ventricular fibroblast membranes (10-20 pg) were incubated at room
temperature for 90 min with rat ILLANP (99-126) (40,000 cpm) and
increasing concentrations (10'13 to 10° mol/L) of cold ANP, CNP or cANP.
The final incubation volume was 0.25 mL in 0.05 mol/L Tris-HCI buffer, pH
7.4, containing 0.15 mol/L NaCl, 5 mmol/L MgCl,, 0.1 mmol/L. EGTA, 0.5
g/dL BSA, 0.1 mmol/L PMSF, 50 KIU/mL aprotinin, 0.1 g/dL. bacitracin, 1
pmol/L pepstatin and 1 umol/L leupeptin. The reaction was stopped by rapid
filtration with a cell harvester (Brandel, Gaithersburg, MD) and bound
radioactivity was collected on glass filters (Schleider & Schuell, Keene, NH)
pre-incubated with 0.6 mL/dL polyethylenimine. After washing 3 times with 4
mL 0.05 mol/L Tris-HCI buffer, pH 7.4, containing 0.15 mol/L NaCl, the
filters were counted in a y counter (LKB Wallac). The results were then
analyzed using the RADLIG 4.0 software program of McPherson (Biosoft,
Cambridge, UK). *°

c¢GMP production

Quiescent subconfluent cells seeded in 24-well plates were incubated in
the absence or presence of 0.2 nmol/L. PDGF-BB for 24 h. The medium was
removed and cells were washed twice with DMEM, 0.04 mol/L Hepes and 0.5
g/dL. BSA, pH 7.4. The cells were then pre-incubated at 37°C for 10 min in
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that same medium supplemented with 1 mmol/L 3-isobutyl-1 methylxanthine.
ANP, CNP or cANP were then added to a final concentration of 107 mol/L for
another 10 min. The reaction was stopped with TCA at a final concentration of
5 g/dL. Samples were sonicated, collected and centrifuged at 3,500 rpm for 15
min. The supernatant was transferred to glass tubes and TCA in the samples
was extracted 3 times by treatment with water-saturated ether. The samples
were then acetylated with a solution of acetic anhydride acid-triethylamine

(1:2), and cGMP was measured by radioimmunoassay. 3

Statistical analysis

Values are represented by mean = SEM from 5 different ventricular
fibroblast cultures. Data on DNA synthesis, cell cycle, proliferation and
fibronectin synthesis experiments were analyzed using repeated measures one-
way or two-way ANOVA followed by multiple comparison with the Student-

Newman-Keuls method. Binding studies were analysed using Student’s t-test.

RESULTS

Effect of natriuretic peptides on PDGF-induced replication of adult cardiac
fibroblasts

Dose-dependent DNA synthesis of cardiac fibroblasts was observed in
the presence of PDGF (0.05 to 0.8 nmol/L), and significance was reached at a
concentration of 0.1 nmol/L, which produced a 3.8-fold increase of [’H]-
thymidine incorporation as demonstrated in Figure 1A (p < 0.05). The
presence of 100 nmol/l. ANP shifted the dose-response relationship

downward, and statistical significance was obtained at a concentration of 0.1
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nmol/L. PDGF (p < 0.05). Indeed, incubation with ANP reduced from 3.8- to
2.3-fold the PDGF-induced DNA synthesis observed with 0.1 nmol/LL. PDGF.
The ANP inhibitory effect was dose-dependent and reached significance at a
concentration of 1 nmol/L (p < 0.05), eliciting a 15% reduction of fibroblast

replication (Fig. 1B). At a concentration of 100 nmol/L, the antireplicative

effect of ANP reached about 30%.

CNP produc\ed a similar effect when compared to ANP except that
significance was reached at a concentration of 0.2 nmol/L PDGF (p < 0.05). Its
presence reduced from 21-to 13-fold the PDGF-induced DNA synthesis seen
with 0.2 nmol/L (data not shown). Figure 2 illustrates the action of increasing
concentration of either CNP or cANP (10" to 107 mol/L) on PDGF-induced
fibroblast replication at a concentration of 0.2 nmol/L. The inhibitory effect
observed with CNP was also dose-dependent and reached significance at a
concentration of 1 nmol/L (p < 0.05), eliciting a 10% reduction of fibroblast
proliferation. No effect was seen with 10" to 107 mol/L cANP, implying a

possible receptor-mediated mechanism involving cGMP production.

To further investigate a possible role for cGMP in the antireplicative
process, we used the cGMP analog, 8-Br-cGMP, which bypasses the outer
membranes and acts directly in the cell. Like ANP and CNP, the presence of 1
mmol/L. 8-Br-cGMP shifted the dose-response relationship downward, and
significance was obtained at a concentration of 0.05 nmol/L PDGF (p < 0.05)
as demonstrated in Figure 3. Indeed, incubation with 8-Br-cGMP reduced
from 10.5- to 5.4-fold the PDGF-induced DNA synthesis seen with 0.2
nmol/L. The inhibitory effect observed with 8-Br-cGMP was greater than after
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ANP or CNP, and may be accounted for by the use of a much higher cGMP

concentration than NP could generate in the cell.
Effect of natriuretic peptides on S phase of cell cycle

At the intracellular level, PDGF increased by 9% cardiac fibroblast
population entering into the S phase of the cell cycle in which phase DNA
replication occurs, ‘as demonstrated in Figure 4 (A, B and E). Moreover,
addition of ANP or CNP, but not cANP, reduced PDGF-induced S phase
progression by about 30% (Fig.4 C and E). 8-Br-cGMP could also mimic the
antireplicative effect of NPs (Fig. 4 D and E). These data show the implication
of NPs and ¢cGMP production on DNA synthesis by inhibiting the entry of
cardiac fibroblasts into the S phase of the cell cycle. No effect was observed

on the Go/M phase of the cell cycle.
Natriuretic peptide receptors and cGMP production

Membrane preparations were used to assess the binding parameters of
NPs in primary cultures of cardiac fibroblasts. Radioligand competition studies
in basal conditions showed similar receptor densities (B,,,,) with ANP, CNP
and cANP (Table 1). In parallel, we examined NP-stimulated cGMP
production (Fig. 5). At a concentration of 100 nmol/L, ANP and CNP induced
a 7- and 5-fold increase of cGMP production respectively compared to
baseline (p < 0.05) whereas no effect was noted with cANP. Displacement
curves revealed that quiescent subconfluent cardiac fibroblasts show a

proportion higher than 95% of clearance natriuretic peptide receptor (NPR)-C,
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the rest being probably NPR-A and/or NPR-B subtypes since both ANP and
CNP can induce cGMP production.

A 24h treatment with 0.2 nmol/L PDGF influenced both NPR
parameters and cGMP production. Indeed, PDGF reduced receptor densities
by about 50% (Table 1). In contrast, PDGF increased by 2.7-fold ANP-
stimulated cGMP production (p < 0.05) whereas no significant effect was seen
for the CNP-stimulated cGMP production (Fig. 5). Thus, PDGF produced a
downregulation of NPRs, mostly of the NPR-C subtype, but simultaneously
increased ¢cGMP production probably through upregulation of the NPR-A
subtype.

Effect of natriuretic peptides on PDGF-induced proliferation of adult
cardiac fibroblasts

ANP and CNP demonstrated antireplicative action in the early phases
of growth factor stimulus. We also investigated the effects of NPs on longer
exposure of cardiac fibroblasts to PDGF. As demonstrated in Figure 6, 0.2
nmol/LL PDGF treatment for three days increased the cell number by
approximately 1.5-fold (p < 0.05). However, no peptides were able to diminish
the PDGF-induced increase in cell number. Only 8-Br-cGMP, at a
concentration of 1mmol/L, decreased significantly to 1.3-fold the PDGF-
induced proliferation (p<0.05). Peptide degradation could not account for this
result, as the medium was changed every day to maintain fresh environment
around cardiac fibroblasts. Moreover, NPs did not influence PDGF-induced
fibroblast proliferation after 24 and 48h (data not shown). Similar results were
obtained wusing colorimetric assay of 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2 H-tetrazolium salt (MTS)
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reduction to an intensely coloured formazan by enzymes related to
mitochondria %, indicating the number of viable cells (data not shown).
Although PDGF decreased receptor densities but increased cGMP production,
NPs failed to further decrease the cell number after acting on DNA synthesis
and S phase of the cell cycle in the early stages of growth factor stimulus.
Even though PDGF promoted the ANP-induced cGMP production probably
via the NPR-A subtype, this intracellular cGMP generation may not be

sufficient to exert an antiproliferative effect when compared to 8-Br-cGMP.

Effect of natriuretic peptides on PDGF-induced fibronectin secretion of
adult cardiac fibroblasts

The effect of NPs on PDGF-induced fibronectin secretion is represented
in Figure 7. At 0.2 nmol/L, PDGF produced a 3.2-fold increase of fibronectin
secretion by cardiac fibroblasts (p < 0.05). A protease resistant analog of
angiotensin II, [Sarl]-Ang II, produced a similar effect on fibronectin secretion
(data not shown). ANP and CNP, at 100 nmol/L, failed to reduce PDGF-
induced fibronectin secretion. PDGF-induced fibronectin secretion was not
modified by incubation with cANP, co-administration of ANP and cANP, or
8-Br-cGMP. Furthermore, NPs did not modify [Sarl]-Ang II-induced

fibronectin secretion (data not shown).

DISCUSSION

During the development of cardiac hypertrophy, fibroblast hyperplasia,
fibronectin accumulation and the reexpression of ANP and BNP genes in

ventricular myocytes are well-documented phenotypes. However, the direct
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cellular role of NPs on cardiac cells is still not clearly defined. We therefore
investigated the effect of NPs on the metabolism of adult ventricular cardiac

fibroblasts.

In the present study, we report a dose-dependent inhibitory effect of
ANP and CNP on PDGF-induced fibroblast DNA synthesis. Our results are in
good agreement with the study of Cao and Gardner * on neonatal rat cardiac
fibroblasts except that we did not see any effect of ANP on the basal
proliferative level. This difference could be explained by the physiological
response of cardiac fibroblasts to age, cellular environment and differential
fetal gene expression. In neonatal fibroblasts, ANP could be an important
regulator of cardiac growth and adequate development of the ventricular
interstitium whereas in adult fibroblasts, reexpression of ANP, triggered by
cardiac hypertrophy or rapid humoral changes, could prevent early excessive
cell replication and preserve cardiac integrity. Moreover, at the nuclear level,
we show that NPs partially blocked the progression in the S phase of the cell

cycle observed in PDGF-induced cardiac fibroblast replication.

ANP involvement in the control of cell replication was also observed in
other cell types. 3337 In mesangial cells, ANP and BNP had an antiproliferative
effect on PDGF-induced cell replication and were able to reduce ET-1
secretion. > This reduction of proliferation could be mediated through TGF-p
expression which exerts antigrowth activity. 3% At the intracellular level, ANP
has been shown to induce the expression of a mitogen-activated protein kinase
(MAPK) phosphatase that tightly suppresses the activity of MAPK and
consequent cellular replication. ¥ ANP also exerted antiproliferative and

34,40

antimigratory actions on endothelial cells. In another study using VSMC
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cocultured with endothelial cells, an antiproliferative effect through the
production of cGMP and complex interaction with TGF- was demonstrated
via paracrine/autocrine regulation following secretion of CNP by endothelial

cells. >’

To investigate the NPR-mediated mechanism, we further characterized
the presence of NPRs on adult cardiac fibroblasts. Competition studies show a
proportion of more than 95 % NPR-C and less than 5 % NPR-A and/or NPR-
B. Moreover, ANP and CNP, but not cANP, induce c¢cGMP production,
indicating active guanylate cyclase bound NPR-A and/or NPR-B. In our study,
a cGMP analog, 8-Br-cGMP, can reproduce the antireplicative effect seen with
NPs whereas cANP cannot, as demonstrated by [3H]-thymidine incorporation
and cell cycle analysis experiments. Thus, NPs influence fibroblast replication
through a ¢cGMP-dependent pathway, after specific binding to guanylate
cyclase-related receptor subtypes NPR-A and/or NPR-B. Some reports have
shown a cGMP-dependent pathway for the antireplicative action of NPs. In
endothelial cells, 8-bromo cGMP mimicked the antigrowth effect observed
with ANP. * Sodium nitroprusside, an activator of soluble intracellular
guanylate cyclase, was also able to affect cell division of mesangial cells
and regulate MAPK phosphatase-1 expression. * In VSMC, a recent study
demonstrated the implication of protein kinase G (PKG) in inhibiting cell
replication by decreasing activation of MAPK kinase and MAPK, probably
through partial inactivation of Raf-1 by phosphorylation. ' NPs could also
modulate the PDGF-induced increase expression or activity of cyclins and
cyclin-dependent protein kinases (Cdks) that are involved in cell cycle prior to
the S phase. In VSMC, PDGF was shown to induce an increase in mRNA
levels of cyclin D,, Cdk4 and Cdk2. “In density-arrested fibroblasts, PDGF
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stimulated a moderate transient reduction of p27kip!

, a protein capable of
inhibiting Cdk2, and induced the formation of cyclin D,-Cdk4 complexes that

titrate the pool of Kipl. s

Other studies have also proposed a cGMP-independent mechanism. An
antigrowth effect of cANP was demonstrated on neonatal rat cardiac
fibroblasts =, implying a NPR-C-dependent mechanism without induction of
¢GMP and/or cAMP. Initially restricted to ANP metabolism . the NPR-C
subtype was later shown to be linked to inhibition of adenylate cyclase s,
phosphatidy! inositol hydrolysis % and nitric oxide production. 7 On VSMC,
Cahill and Hassid demonstrated the antiproliferative effects of different
agonists, including ANP, for the NPR-C and found that cANP could
antagonize other NPR-C agonist-mediated antireplicative effects.”® In our
study, cCANP does not promote nor does it antagonize the antireplicative
effects of ANP seen in the presence of PDGF (data not shown). However, the
involvement of the NPR-C has not yet been assessed using agonists other than
cANP that are incapable of promoting cGMP production. Cahill and Hassid *°
also showed an additive antimitogenic effect of a NPR-C agonist and of 8-Br-
¢cGMP. A cGMP-dependent mechanism cannot therefore be ruled out.
Moreover, the reported effects of different NPR-C agonists other than cANP
were not observed on cultured mesangial and endothelial cells but seemed

restricted to VSMC. ¢

We examined the antiproliferative effects of NPs on continual and
longer exposure of cardiac fibroblasts to a growth factor stimulus. All NPs,
including cANP, fail to reduce the cardiac fibroblast increase in cell number

elicited by the presence of PDGF for 24, 48 and 72 h. Only a high
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concentration of 8-Br-cGMP show an antiproliferative action, decreasing by
9% the PDGF-induced mitogenic effect after 3 days. In fact, a 24h-exposure to
PDGF reduces receptor densities by half, mostly of the NPR-C subtypes. This
reduction in receptor densities is accompagnied by an elevation of ANP-
stimulated cGMP production that seems to be insufficient to promote further
inhibition of cardiac fibroblast hyperplasia in the in vifro conditions studied.
Nevertheless, the elevation of cGMP production and thus, of NPR-A
sensitivity, could be an important in vivo factor for limiting cardiac fibroblast
proliferation in the early onset of cardiac hypertrophy. Indeed, the increase in
steady state level of BNP mRNA was as rapid as induction of the immediate
early gene c-fos expression, followed by increase and accumulation of ANP
mRNA after hypertrophic stimuli administrated to neonatal cardiomyocytes. >
BNP and ANP were previously shown to have high affinity binding to the
NPR-A subtype & implying a possible mechanism of growth stimulus-
regulated cGMP production to limit early fibroblast hyperplasia.

We examined the action of NPs on fibronectin secretion by fibroblasts.
Crawford et al. ® have previously shown the temporal relationship between
ANP reexpression in ventricles and subsequent reduction of fibronectin
expression during cardiac hypertrophy. In our study, we measured directly by
ELISA fibronectin secreted in culture medium. PDGF increases fibronectin
secretion by 3.2-fold as compared to basal value. NPs do not influence either
PDGF-induced, [Sarl]-Ang II-induced or basal fibronectin secretion (data not
shown). No effect is observed after incubation with cANP or 8-Br-cGMP.
ANP may thus reduce fibroblast replication but does not alter fibronectin
expression. In fact, these two cellular events, replication and fibronectin

expression, seem to be dissociated. A recent study showed that Ang II had a
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proliferative effect on fetal cardiac fibroblasts without any influence on
collagen production. "' In our study on adult cardiac fibroblasts, [Sar']-Ang I
increases fibronectin secretion without influencing cell replication (data not
shown). Therefore, cell proliferation mechanisms and extracellular matrix
protein secretion may not be regulated by the same intracellular signalling
pathway and may not be directly related. Moreover, the proliferative and
extracellular matrix protein secretion responses to a certain stimulus, like Ang
I1, seem to be age-régulated with differences noted between fetal, neonatal and

adult cardiac fibroblasts. >*'"

NPs may play an important role in the control of proliferation within
different cell lineages. Their antigrowth properties could contribute to prevent
the pathological growth associated with tissue hypertrophy. Indeed,
transfection of coculture of vascular endothelial and smooth muscle cells with
ANP expression vector in both cell types resulted in growth inhibition of
VSMC. This shows the usefulness of in vivo ANP gene therapy to treat

. 49
vascular diseases .

In summary, NPs, with the exception of cANP, partially inhibit PDGF-
induced replication of adult cardiac fibroblasts in the early stages of
proliferation. The mechanism underlying this antiproliferative effect seems to
be routed through a cGMP-dependent pathway. However, all NPs fail to
reduce PDGF-induced proliferative effect in longer duration of stimulus,
probably a consequence of insufficient cGMP production to promote further
antimitogenic action beyond the S phase of the cell cycle. Moreover, NPs,

including cANP, do not influence fibronectin secretion in cardiac fibroblasts.
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More investigations need to be undertaken to better understand the role of the

NP system in the pathophysiology of cardiac hypertrophy.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Panel A: PDGF-induced DNA synthesis of adult ventricular
fibroblasts in the absence (closed circles) and presence of 100 nmol/lL ANP
(open circles). Panel B: Dose-response inhibitory effect of ANP on PDGF-
induced fibroblast DNA synthesis. Increasing ANP concentrations were
coincubated in the presence of 0.2 nmol/LL PDGF. Cellular DNA replication
was quantified by [3H]-thymidine incorporation (dpm/well). Values are
expressed as mean £ SEM from 5 different cardiac fibroblast cultures. Panel
A: *: p < 0.05 vs baseline; #: p < 0.05 vs ANP. Panel B: *: p < 0.05 vs
baseline; #: p < 0.05 vs PDGF alone.

Figure 2: Dose-response inhibitory effect of CNP and cANP on PDGEF-
induced fibroblast DNA synthesis. Increasing CNP (Panel A) and cANP
(Panel B) concentrations were coincubated in the presence of 0.2 nmol/L
PDGF. Values are expressed as mean = SEM from 5 different cardiac

fibroblast cultures. *: p < 0.05 vs baseline; #: p < 0.05 vs PDGF alone.

Figure 3: PDGF-induced DNA synthesis of adult cardiac ventricular
fibroblasts in the absence (closed circles) and presence of 1 mmol/L 8-Br-
c¢GMP (open triangles). Values are expressed as mean + SEM from 5 different

cardiac fibroblast cultures. *: p < 0.05 vs baseline; #: p < 0.05 vs 8-Br-cGMP.

Figure 4: Effect of natriuretic peptides on PDGF-induced progression into the
cell cycle of adult ventricular fibroblasts. Representative experiments of
cardiac fibroblasts incubated with (A) Basal medium, (B) 0.2 nmol/L PDGF
and (C) 10”7 mol/L ANP or (D) 10" mol/L 8-Br-cGMP in the presence of 0.2
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nmol/LL PDGF. (E) Graphic representation showing the effect of 107 mol/L
ANP, 107 mol/L CNP, 107 mol/. cANP and 10~ mol/l. 8-Br-cGMP on
PDGF-induced progession in the S phase of the cell cycle. Cell cycle data
were determined by Coulter XL. Values are expressed as mean + SEM from 5
different cardiac fibroblast cultures. *: p < 0.05 vs baseline; #: p < 0.05 vs

PDGTF alone.

Figure 5: Effect of PDGF on ANP-, CNP-, and cANP-induced ¢cGMP
production by adult ventricular fibroblasts. After a 24h treatment with 0.2
nmol/LL. PDGF (closed bars), 107 mol/L ANP-, CNP-, and cANP-induced
change in ¢cGMP production was measured by radioimmunoassay. Values are
expressed as mean + SEM from 5 different cardiac fibroblast cultures. *: p <

0.05 vs baseline; #: p < 0.05 vs basal NP-induced cGMP production.

Figure 6: Long term effect of natriuretic peptides on PDGF-induced
proliferation of adult ventricular fibroblasts. 107 mol/L, ANP, 107 mol/L CNP,
107 mol/L cANP and 10 mol/L 8-Br-cGMP were coincubated in the presence
of 0.2 nmol/L PDGF. After 3 days, cell proliferation was quantified by crystal
violet staining. Values are expressed as mean = SEM from 5 different cardiac

fibroblast cultures. *: p < 0.05 vs baseline; #: p < 0.05 vs PDGF alone.

Figure 7: Effect of natriuretic peptides on PDGF-induced fibronectin secretion
by adult ventricular fibroblasts. 107 mol/L ANP, 107 mol/L. CNP, 107 mol/L
cANP, 10 mol/L. 8-Br-cGMP and 107 mol/L. ANP with 10" mol/L cANP
were coincubated in the presence of 0.2 nmol/L PDGF. Fibronectin secretion
was measured by ELISA. Values are expressed as mean + SEM from 5

different cardiac fibroblast cultures. *: p < 0.05 vs baseline.



Table 1. Effect of a 24h PDGF treatment on natriuretic peptide receptor

binding parameters of adult ventricular fibroblasts

Treatment B .. K,
(fmol/mg protein) (pmol/L)
Control

ANP 380 +20 5020

CNP 370 £ 40 520 + 150

cANP 380 + 40 830 + 210

PDGF

ANP 220 + 20" 30+ 20

CNP 170 + 101 120+ 90

cANP 160 + 20% 120+ 60%

Ky and B, were determined from competition studies on membrane

preparations. *: p < 0.05 vs control ANP; T :p <0.05 vs control CNP; ¥ :p <

0.05 vs control cANP.
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Chapitre 3: Discussion

Les peptides natriurétiques participent & I’homéostasie du systéme
cardiovasculaire par ses actions vasodilatatrice, diurétique et natriurétique
(Cantin et Genest, 1985; Laragh, 1985). Le premier peptide caractérisé de cette
famille, I’ANP, posséde des propriétés physiologiques importantes qui
antagonisent les effets presseurs du systtme rénine-angiotensine et de la
vasopressine (Meyer-Lehnet et al., 1988; Nonoguchi ef al., 1988; Henrich et
al., 1987; Barrio et al., 1987; Casto et al., 1987; Naruse ef al., 1987). Sécrété
au niveau auriculaire cardiaque, I’ANP manifeste ses effets au niveau de
différents organes dont le rein, les glandes surrénales, le cerveau et la
vasculature (Espiner, 1994; Mizelle et al., 1992; Parkes et al., 1988;
Needleman et Greenwold, 1986; Huang et al., 1985; Racz et al., 1985;
Goodfriend et al., 1984). Par contre, ses actions directes et locales au niveau
des cellules cardiaques comme les cardiomyocytes et les fibroblastes
demeurent pour le moins obscures (Clemo ef al., 1996; Neyes et Vetter, 1989).
De plus, dans diverses pathologies cardiovasculaires, comme [’hypertrophie et
I'insuffisance cardiaques, plusieurs études montent une augmentation
importante de I’ANP dans le plasma (Espiner, 1994). Dans plusieurs modéles
expérimentaux, I’induction d’une hypertrophie par surcharge de volume ou de
pression améne une augmentation importante dans la synthése et la sécrétion
d’ANP au niveau des ventricules qui subissent une tension transmurale
constante (Ogawa et al., 1996; Calderone et al., 1995; Fareh et al., 1995;
Younes et al., 1995). Bien que les effets systémiques de I’ANP soient bien
démontrés, 1’effet de cette soudaine production d’ANP sur le métabolisme des
cellules cardiaques avoisinantes n’est pas bien connu. Des études plus récentes

ont démontré la présence de récepteurs de I’ANP au niveau des
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cardiomyocytes et des fibroblastes, suggérant un rdle important des peptides
natriurétiques dans 1’adaptation du coeur en situation de stress
hémodynamique (Cao et Gardner, 1995; Lin et al., 1995; Bastagli et al., 1990;
Neyes et Vetter, 1989).

Au niveau cardiaque, I’hypertrophie compensatoire s’accompagne
d’une augmentation de synthése et de secrétion de différentes composantes de
la matrice extracellulaire dont les collagenes de types I et II, la fibronectine, la
laminine et certains hétérodiméres d’intégrines (Borg et al., 1996; Haisong et
Dixon, 1996; Boluyt ef al., 1994; Brilla et al., 1993; Lipke et al., 1993; Shaper
et al., 1992; Villareal et Dillmann, 1992). Bien que les myocytes cardiaques
comptent pour 75% de la masse cardiaque, les fibroblastes représentent les
deux tiers de la population cellulaire et plus récemment, leur implication dans
’induction et la phase stable de I’hypertrophie cardiaque a attiré I’attention de
plusieurs études. En fait, situés dans I’espace interstitiel cardiaque, les
fibroblastes sont responsables de la synthése et de la sécrétion des protéines de
la matice extracellulaire, lesquelles participent activement a la maintenance de
la morphologie cardiaque en agissant comme support tissulaire en plus de
favoriser un alignement souhaitable des cardiomyocytes pour optimiser le
travail mécanique du coeur & chaque battement (Borg et al., 1996). Dans les
processus de remodelage ventriculaire, I’hyperplasie des fibroblastes et
I’accumulation de protéines de la matrice extracellulaire contribuent a
I’apparition de fibrose cardiaque, en réponse 4 1’élévation de pression et de
volume de remplissage (Conrad et al., 1995; Weber et al., 1995). De plus, le
métabolisme des fibroblastes semble étre influencé par plusieurs facteurs
humoraux vasoactifs dont I’Ang II et I’ET-1 (Iwami et al., 1996; Lembo et al.,
1995; Sadoshima et al., 1995; Burgess et al., 1994; Crawford et al., 1994;
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Guarda et al., 1994; Ito et al., 1994; Schorb et al., 1993; Tan ef al., 1991) et
d’autres facteurs de croissance comme le TGF-B, le bFGF I'IGF-1 et le PDGF
(Fisher et al., 1997; Simm et al., 1997; Sigel et al., 1996; Bastagli et al.,, 1995;
Butt et al., 1995; Kardami ef al., 1995; Lee et al., 1995; Lembo et al., 1995;
Donohue et al., 1994; Hsu et al., 1994). Ces différents agents semblent
participer aux processus de remodelage ventriculaire en induisant une
prolifération accrue des fibroblastes en plus de provoquer la relache de
collagéne et de fibronectine. Plusieurs évidences expérimentales tendent a
montrer leur synthése locale au niveau des cellules cardiaques soumises a des
tensions pariétales importantes, suggérant donc 1’établissement d’un systéme
paracrine/autocrine qui contrdle la morphologie cardiaque et affecte par la
suite la fonction mécanique du coeur (Fisher et al., 1997, Bastagli et al., 1995;
Kim et al., 1995; Lee et al., 1995; Dostal et Baker, 1993; Koibochi et al.,
1993; Sadoshima et al., 1993; Villareal et Dillmann, 1992). Produit par les
cellules vasculaires des artéres coronaires intacts, le PDGF pourrait agir
localement au niveau cardiaque et influencer le métabolisme des fibroblastes
(Holt et al., 1994). De plus, le PDGF présente ’activité mitotique la plus
puissante en conditions in vitro parmi les différents facteurs de croissance
(Butt ef al., 1995). Par contre, plusieurs de ces études ont été réalisées a I’aide
de cellules cardiaques provenant de rats nouveaux-nés et une relation possible
entre les effets qu’engendrent ces facteurs et 1’apparition d’une hypertrophie
cardiaque pathologique chez 1’adulte n’est pas nécessairement établie. Des
études montrant une relation temporelle dans I’expression d’ANP et la baisse
conséquente de synthése de fibronectine (Crawford et al., 1994) en plus de
’implication du peptide dans la prolifération des fibroblastes néo-nataux (Cao

et Gardner, 1995; Fujisaki et al., 1995) nous ont amené a investiguer le role
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direct de I’ANP sur le métabolisme des fibroblastes cardiaques de rats adultes

normaux.

Dans notre étude, nous démontrons 1’effet inhibiteur de ’ANP et du
CNP dans la réplication des fibroblastes ventriculaires adultes induite par le
PDGEF. De plus, cet effet inhibiteur est augmenté en réponse a 1’élévation de la
dose de peptide natriurétique utilisée. Ces résultats sont similaires a ceux de
I’étude de Cao et Gardner au niveau des fibroblastes de rats nouveaux-nés sauf
que nous n’observons pas un effet de I’ANP sur le niveau basal de
prolifération (Cao et Gardner, 1995). Cette différence peut s’expliquer au
niveau des roles physiologiques remplis par les fibroblastes selon 1’4ge,
I’environnement cellulaire et par la baisse du niveau d’expression de certains
geénes apres la naissance. Chez le nouveau-né, I’ANP peut servir de régulateur
important dans la croissance cardiaque et le développement morphologique
précis des ventricules. Chez I’adulte, la réexpression d’ANP en situation
d’hypertrophie cardiaque, associée & des changements humoraux rapides, peut
prévenir la réplication excessive des fibroblastes et maintenir ainsi I’intégrité
structurale du coeur. Au niveau du cycle cellulaire, ’ANP et le CNP bloquent
de 30% la progression engendrée par le PDGF vers la phase S, ol se produit la

synthése d’ADN dans le noyau des fibroblastes en division.

L’ANP possede aussi des actions limitant la prolifération d’autres types
cellulaires. Sur les cellules mésangiales du rein, I’ANP et le BNP ont démontré
des propri€tés anti-prolifératives en réduisant la synthése d’ADN induite par le
PDGF tout en agissant sur la sécrétion d’ET-1 (Kohno et al., 1995). De plus,
I’ANP induit ’expression de TGF-B qui est capable & son tour de supprimer la

prolifération des cellules mésangiales (Wolf ez al., 1995). A Pintérieur de la
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cellule, I’ANP agit en induisant ’expression d’'une MAPK phosphatase, ce qui
diminue I’activité de la MAPK et la réplication cellulaire qui suit (Sugimoto et
al., 1996). Dans des co-cultures de cellules endothéliales et de cellules
vasculaires musculaires lisses, des effets anti-mitogéniques liés 4 la production
de GMPc suivie d’intéractions complexes avec le TGF-p ont €té observés
aprés la sécrétion de CNP par les cellules endothéliales via un mécanisme
paracrine/autocrine (Komatsu et al., 1996). L’ANP a aussi démontré des
actions limitant la croissance des cellules endothéliales et des thymocytes

(Vollmar et al., 1996; Itoh et al., 1992).

Nous avons ensuite caractérisé les récepteurs aux peptides
natriurétiques sur les fibroblastes cardiaques. Des études de compétition,

utilisant le '%°

I-ANP comme traceur radioactif et les agonistes froids ANP,
CNP, et c-ANP, montrent une proportion de 95% de récepteurs NPR-C, le
reste étant le NPR-A et/ou NPR-B. En effet, ’agoniste spécifique pour le
NPR-C, le c-ANP, est capable de déplacer entiérement la liaison de 1’ANP aux
récepteurs de facon similaire & ’ANP et au CNP. Par contre, des études
mesurant la production de GMPc révélent la présence de récepteurs couplés a

la guanylyl cyclase puisque I’ANP et le CNP provoquent une augmentation en

GMPc d’un facteur 7 et 5 respectivement.

Dans nos études de prolifération cellulaire au niveau de la synthése
d’ADN et du cycle cellulaire, un analogue de GMPc, le 8-Br-GMPc, reproduit
’effet inhibiteur rapporté pour I’ANP et le CNP, montrant donc un processus
anti-prolifératif intimement lié a la production de GMPc dans les fibroblastes
ventriculaires. En effet, le c-ANP ne produit aucun effet anti-mitogénique.

Donc, les récepteurs biologiquement actifs NPR-A et NPR-B, présents au
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niveau des fibroblastes cardiaques, semblent participer activement aux
processus limitant la réplication des fibroblastes, via la production de GMPc.
D’autres études ont montré I’implication du GMPc dans les propriétés anti-
prolifératives des peptides natriurétiques. Le 8-Br-GMPc reproduit les effets
inhibiteurs observés avec I’ANP sur les cellules endothéliales (Itoh ef al.,
1992). Aussi, un activateur de la guanylyl cyclse cytosoluble, le sodium
nitroprussiate, a €té capable de réguler I’expression de la MAPK phosphatase-
1 dans les cellules rhésangiales (Sugimoto et al., 1996). Plus récemment, Yu et
al. ont montré I'implication de la PKG dans I’inhibition de I’activité de la
MAPK, probablement via une phosphorylation de la protéine Raf-1 (Yu et al.,
1997).

Par contre, d’autres études ont aussi démontré 1’implication de signaux
intracellulaires différents du GMPc dans les mécanismes anti-prolifératifs des
peptides natriurétiques. Sur des cellules vasculaires musculaires lisses, Cahill
et Hassid ont démontré I’implication du récepteur NPR-C dans des processus
anti-mitogéniques par l'utilisation de différents agonistes spécifiques, des
analogues de I’ANP. Curieusement, seul le c-ANP n’a pas produit d’effets
anti-prolifératifs mais a plutét antagonisé les effets induits par d’autres
agonistes du récepteur NPR-C (CaHill et Hassid, 1994). Dans notre étude, le c-
ANP ne présente aucun effet potentialisateur ou antagoniste sur 1’action anti-
proliférative qu’engendre I’ANP en présence de PDGF. Par contre,
I'implication du récepteur NPR-C n’a pas été étudiée par I’utilisation
d’agonistes spécifiques autres que le c-ANP. Nous ne pouvons donc pas
exclure totalement la possibilité d’'un mécanisme anti-mitogénique découlant
de lPactivation du récepteur NPR-C. En effet, le récepteur NPR-C

originalement confiné au métabolisme de I’ANP, semble aussi lié a la
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production de différents seconds messagers dont les phosphatidylinositols,
I’AMPc et le NO (Anand-Srivastava et al., 1996; McLay et al., 1995;
Nussenzweig et al., 1990; Hirata ef al., 1989). Par contre, 1’étude de Cahill et
Hassid a aussi montré un effet potentialisateur du 8-Br-GMPc sur les effets
inhibiteurs des agonistes pour le récepteur NPR-C, impliquant un mécanisme
anti-mitogénique dépendant aussi de la production de GMPc dans la cellule.
De plus, les effets anti-prolifératifs des différents agonistes pour le récepteur
NPR-C n’ont pas été observés sur les cellules mésangiales et endothéliales,
suggérant une propriété propre aux cellules vasculaires musculaires lisses

(Cahill et Hassid, 1994).

Les peptides natriurétiques semblent donc étre impliqués a court terme
(environ 24 h) dans les processus de la division cellulaire. Nous avons aussi
investigué les effets des peptides natriurétiques sur un traitement au PDGF a
plus long terme au niveau des fibroblastes cardiaques. Aucun peptide
natriurétique, incluant le c-ANP, n’est capable d’inhiber significativement la
prolifération cellulaire. Seulement le 8-Br-GMPc, a une concentration de 1
mmol/L, réduit significativement de 9% [’effet mitogénique produit par le
PDGF sur une durée de trois jours. En fait, aprés un traitement de 24 h au
PDGF, la densité des récepteurs aux peptides natriurétiques (95% NPR-C)
diminue de moitié. Par contre, ce traitement au PDGF potentialise la réponse
en GMPc apres stimulation a I’ANP, suggérant une augmentation de la densité
et/ou de la sensibilité des récepteurs couplés a la guanylyl cyclase. Cette
augmentation semble étre propre au récepteur NPR-A car aucun effet
potentialisateur n’est observé pour la production de GMPc induite au CNP.
Cependant, I’élévation de GMPc ne semble pas suffisante pour contrer 1’effet

prolifératif du PDGF en conditions in vitro. La dégradation des peptides ne
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peut s’avérer ici un argument car les milieux de culture contenant les agents
ont été changé toutes les 24 h. Par contre, cette augmentation de sensibilité du
récepteur NPR-A pourrait jouer un rdle in vivo important afin de limiter la
prolifération des fibroblastes cardiaques t6t aprés la reliche de facteurs de
croissance dans le milieu interstitiel causée par 'induction de 1’hypertrophie.
Récemment, Nakagawa ef al. ont montré 1’implication du BNP comme
hormone d’urgence dans I’hypertrophie cardiaque par !’induction trés rapide
de sa synthése durant la premiére heure suivant le début des stimuli
hypertrophiques, précédant ’accumulation de ’ARNm de I’ANP (Nakagawa
et al., 1995). L’ANP et le BNP possedent une affinité plus grande pour le
récepteur NPR-A (Thibault et al., 1995), suggérant I’implication possible
d’une augmentation de sa sensibilité et de sa production plus élevée en GMPc

dans le but de limiter une hyperplasie des fibroblastes & court terme.

En plus d’examiner les processus prolifératifs, nous avons aussi vérifi¢
I’effet des peptides natriurétiques sur la sécrétion de fibronectine dans le
milieu extracellulaire. En effet, aprés [!'induction d’une hypertrophie
cardiaque, la synthése de fibronectine semble précéder celle du collagéne et
pourrait €tre un élément modulateur important dans les processus de fibrose
(Villareal et Dilmann, 1992). Par enzyme-linked imuunosorbent assay
(ELISA), nous montrons une augmentation de sécrétion de fibronectine par un
facteur 3.2 au niveau des fibroblastes cardiaques adultes en présence de PDGF.
Par contre, aucun peptide natriurétique ne produit un effet sur cette sécrétion
induite par le PDGF. Ni le c-ANP et ni le 8-Br-GMPc ne modifient I’effet du
PDGF. L’ANP et le CNP réduisent donc la division cellulaire sans agir au
niveau de la sécrétion de fibronectine. En fait, ces deux processus

intracellulaires semblent étre dissociés. Une concentration de 0.2 nmol/L de
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PDGF induit la synthése d’ADN d’un facteur moyen de 15 mais augmente la
sécrétion de fibronectine par un facteur de 3.2. Au niveau des fibroblastes
cardiaques fétaux, une étude a montré un effet prolifératif de 1’Ang II sans
pour autant influencer la production de collagéne (Butt et al., 1995). Les
mécanismes responsables de la prolifération cellulaire et ceux impliqués dans
la sécrétion des protéines de la matrice extracellulaire ne semblent pas étre
directement reliés et peuvent découler de voies de signalisation intracellulaire

différentes.

Les peptides natriurétiques peuvent jouer un rdle important dans la
croissance cellulaire au niveau de différents tissus. Leurs propriétés anti-
prolifératives pourraient servir & corriger ’hypertrophie tissulaire. En effet,
dans des cocultures de cellules endothéliales et vasculaires musculaires lisses,
des transfections d’un vecteur d’expression du géne de I’ANP dans les deux
types cellulaires résultent en une inhibition de la croissance des cellules

vasculaires musculaires lisses (Morishita ef al., 1994).

Dans notre étude, les peptides natriurétiques inhibent a court terme
Phyperplasie excessive des fibroblastes cardiaques via un mécanisme
impliquant la production de GMPc, résumé a la figure 3.1 (page suivante).
Cette propriét€ anti-mitogénique peut servir a limiter le remodelage
ventriculaire causé par la reldche de facteurs de croissance afin de préserver

I’intégrité structurale du coeur.
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Synthése d'ADN et prolifération cellulaire

Figure 3.1 Représentation schématique des mécanismes possibles de D’action
antiréplicative des peptides natriurétiques. Le GMPc, produit dans la cellule par
PANP aprés sa liaison aux récepteurs couplés a la guanylyl cyclase (1), augmente
I’expression de la MKP-1 (3), ce qui inactive la MAPK (4) et diminue 1’effet
mitogénique du PDGF. Activé par le GMPc (2), la PKG est capable de phosphoryler
la protéine Raf-1 (5) pour diminuer son activité et affecter la cascade de signalisation
en aval. Le GMPc pourrait aussi agir au niveau de la P705¢ Kinase, de la PKC et
directement sur des facteurs nucléaires controlant la réplication de I’ADN. Couplés
au récepteur NPR-C indépendant du GMPc, I’AMPc, les phosphatidylinositols et le
NO pourraient influencer la prolifération cellulaire.
M) fleche continue: activation
fleche discontinue: inhibition
?: effet probable dont le mécanisme précis est inconnu



98

Conclusion

Les peptides natriurétiques inhibent la réplication des fibroblastes
cardiaques adultes en diminuant la progression vers la phase S et en réduisant
la synthése d’ADN. Aussi, I’ANP pourrait agir au niveau du cycle cellulaire en
retardant I’expression de protéines importantes plutét que les inhiber. Cette
propriété anti-mitogénique semble néanmoins se faire par un mécanisme
dépendant de la production intracellulaire de GMPc aprés liaison et activation
des récepteurs NPR-A et/ou NPR-B. Par contre, a plus long terme, aucun
peptide natriurétique ne peut réduire la prolifération des fibroblastes,
probablement la conséquence d’une production accrue mais insuffisante de
GMPc, causée par la présence continue de PDGF, afin de promouvoir

davantage 1’action anti-mitogénique apres la phase S du cycle cellulaire.

Le systeme natriurétique cardiaque permet de contrebalancer a court
terme les effets prolifératifs causés par le facteurs de croissance relachés aprés
I’induction de I’hypertrophie cardiaque. Le génération de GMPc induite par le
peptides natriurétiques joue un role important dans leurs actions anti-
prolifératives bien que les mécanismes responsables restent encore a étre

étudiés.
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