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Sommaire 

Le but de cette maîtrise est d'étudier les différentes voies de signalisations 

impliquées dans la croissance des fibroblastes cardiaques médié par 

l'Isoprotérénol (ISO). En utilisant des cultures de fibroblastes cardiaques de 

rats nouveaux-nés, nous avons démontré que le traitement des fibroblastes 

cardiaques avec l'isoprotérénol augmentait la synthèse d'ADN. De plus, de 

façon simultanée, le traitement avec ISO a aussi augmenté la concentration 

d'AMPc intracellulaire. Cependant, le traitement des cellules avec la forskoline 

(agent qui augmente la concentration d'AMPc intracellulaire) ou le 8-bromo-

AMPc (analogue de l'AMPc), a causé une diminution de la synthèse d'ADN. 

Le traitement avec la toxine de Pertussis a eu aucun effet sur la synthèse 

d'ADN, et ISO n'a pas augmenté la concentration de l'inositol 1,4,5-

triphosphate, ce qui suggère que les événements reliés à Gi/Gq  ne sont pas 

impliqués dans la synthèse d'ADN médié par ISO. Le pré-traitement avec 

deux inhibiteurs de protéines tyrosine kinase a significativement diminué la 

synthèse d'ADN stimulée par ISO. Le pré-traitement avec le BMS-191563 a 

causé une redistribution de ras à la région périnucléaire et nucléaire, tout en 

atténuant la synthèse d'ADN stimulée par ISO. Deux événements tyrosine 

kinases-dépendant, ERK et P13-K ont été recrutés par ISO. Cependant, 

l'utilisation d'inhibiteurs pharmacologiques contre ERK et P13-K démontre que 

le recrutement de P13-K est essentiel à la synthèse d'ADN médié par ISO. En 

accord avec ces résultats, l'inhibition d'une des cibles de P13-K, la p70S6K, a 
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aussi inhibé la synthèse d'ADN médié par ISO. Bref, cette étude est la 

première qui démontre que la synthèse d'ADN au niveau des fibroblastes 

cardiaques stimulés par ISO, ce fait via le recrutement essentiel de ras et de 

P13-K, malgré le recrutement d'une voie AMPc-dépendante. 

Le second objectif de ce mémoire est d'étudier les voies de 

signalisations couplées à la synthèse protéique médié soit par Ang II soit par 

ISO et de vérifier si ces voies sont similaires ou distinctes. Le prétraitement 

avec l'inhibiteur des tyrosine kinases, le tyrphostine A25, a inhibé la synthèse 

protéique stimulé par ISO mais n'a pas affecté la synthèse protéique induit par 

Ang II. Le pré-traitement avec le I3MS-191563, a diminué la synthèse 

protéique induite par ISO mais n'a pas atténué la synthèse protéique stimulée 

par Ang II. Le pré-traitement avec le PD098059, un inhibiteur de MEK-1/MEK-

2, a inhibé l'activation de ERK stimulé soit par ISO soit par Ang II. Cependant, 

le PD098059 n'a pas affecté la synthèse protéique induite par ISO ou Ang II. 

Outre l'activation de ERK, le traitement avec ISO ou Ang II a aussi augmenté 

l'activité de P13-K. Le pré-traitement avec le LY294002, un inhibiteur de P13-K 

a inhibé la synthèse protéique médié soit par ISO soit par Ang II. 

Bref, cette étude est la première à démontrer que la synthèse protéique 

stimulée par Ang II et ISO sont distinctes où l'Ang II stimule la synthèse 

protéique via le recrutement de P13-K et ISO stimule la synthèse protéique via 

le recrutement de ras et de P13-K. 
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1.0 Introduction 

Chaque année, plus de 19 000 personnes meurent au Québec à cause des 

maladies cardiovasculaires(1). Les causes reliées à ces maladies sont 

multiples : tabagisme, alimentation, obésité, sédentarité, diabète, hypertension 

(1). Il est donc important de bien comprendre les mécanismes qui mènent à la 

défaillance de cette pompe biologique, pour ainsi être en mesure de 

développer des composés pharmacologiques capables de prolonger la vie ou 

même d'enrayer le problème du patient. 

L'hypertrophie ventriculaire gauche (HVG) pathologique constitue le 

principal facteur à risque relié à l'insuffisance cardiaque selon l'étude de 

Framingharn.(2) Dans un premier temps, cette hypertrophie est un mécanisme 

compensatoire qui permet au cceur de garder intacte sa fonction de pompe 

due à une surcharge hémodynamique. Cependant, à plus ou moins long 

terme ce mécanisme dit compensatoire entre en état décompensatoire. Ce 

dernier est caractérisé par des irrégularités au niveau de la contractilité 

ventriculaire mène ultimemement à la défaillance cardiaque (3,4,5,6). Au 

niveau cellulaire, cette hypertrophie se caractérise par un élargissement des 

cardiomyocytes sans changement de leur nombre et une prolifération des 

fibroblastes cardiaques. Au niveau moléculaire, on observe chez les 

cardiomyocytes, une ré-expression des gènes foetaux (pré-pro-ANF) et au 

niveau des fibroblastes, on observe une surexpression de protéines 

structurales comme le collagène et la fibronectine (fig 1.1). 
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Les mécanismes impliqués dans la transition de l'hypertrophie 

cardiaque compensatoire à l'hypertrophie décompensatoire sont 

multifactoriellles. Ainsi, le développement de la fibrose interstitielle fut 

démontré comme étant un de ces déterminants importants dans le 

développement de l'insuffisance cardiaque (4). Ceci dit, la prochaine section 

portera sur la fibrose cardiaque et ses conséquences. 

1.1 	Fibrose cardiaque 

La fibrose cardiaque est souvent associée à l'hypertrophie ventriculaire 

gauche (HVG) pathologique.(4) Elle est caractérisée par deux éléments 

fondamentaux : 1) par une prolifération anormale des fibroblastes cardiaques, 

et 2) par une synthèse accrue des protéines faisant partie de la matrice 

extracellulaire(MEC) (principalement du collagène de type I et Ill et de la 

fibronectine) et de leur dépôt dans le milieu interstitiel(4). Ces deux 

événements ont comme conséquence de diminuer la contractilité cardiaque 

menant principalement à la défaillance cardiaque. 

1.1.1 Différents types de fibrose cardiaque 

La fibrose cardiaque se manisfeste dans différentes circonstances 

principalement sous trois types, qui selon la sévérité du problème, peut être 

soit bénifique, soit problématique pour la fonction cardiaque(4) : 



Fibroblast 

Hypertrophie cardiaque 
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Myocyte 

Ré-expression des gènes fcetaux 
- prépro-ANP 
- 3- MHC et cc-actine 

-Prolifération des 
fibroblastes cardiaques 

-Synthèse accrue de 
collagène et fibronectine 

Figure 1.1 Caractéristiques de l'hypertrophie cardiaque 
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1) La fibrose réparative : ce type de fibrose est observé lorsqu il y a nécrose 

des cardiomyocytes qui sont remplacés par une cicatrice microscopique 

composée de fibroblastes cardiaques(4). La fibrose réparative est un 

processus initialement bénin qui permet d'éviter l'éruption de la cavité 

ventriculaire gauche lors de l'ischémie cardiaque. Cependant, à long terme, 

elle affecte la contractilité ventriculaire. 2) La fibrose périvasculaire : 

Caractérisée par une augmentation de protéines faisant partie de la MEC au 

niveau de l'adventia des artères coronaires(4) et 3) la fibrose interstitielle : 

Caractérisée par une augmentation de protéines structurales dans la MEC qui 

entourent les cardiomyocytes ce qui diminue aussi la contractilité 

ventricu lai re(4). 
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1.1.2 Conséquence de la fibrose cardiaque 

La prolifération anormale des fibroblastes cardiaques et le dépôt 

excessif des constituants de la matrice extracellulaire dans le milieu interstitiel 

durant la surcharge de pression, pourrait expliquer l'apparition de 

l'insuffisance cardiaque(4). Plusieurs études ont été entreprises dans le but de 

caractériser les différentes étapes dans le développement de la fibrose. Ils ont 

permis de vérifier la conséquence de cette accumulation de collagène dans la 

MEC sur la contractilité ventriculaire en utilisant le modèle d'hypertension 

rénovasculaire chez les primates non humains et chez le rat (4). Quelques 

semaines après l'induction de l'hypertension rénovasculaire, ils ont observé un 

début d'cedème au niveau de l'interstitium du myocarde. Par la suite, l'oedème 

disparaît et il y a accumulation de collagène. Cette accumulation débute au 

niveau des vaisseaux intramyocardiques et par la suite se propage dans le 

milieu interstitiel du myocarde(4). Après 8 semaines, la fraction de collagène a 

doublé et 12 semaines plus tard, elle a triplé. Des études additionnelles ont 

démontré qu'après 32 semaines d'hypertension rénovasculaire, le collagène 

occupait 18 % du ventricule gauche. En parallèle avec ces expériences, cette 

même étude ont démontré l'impact de l'accumulation de collagène sur la 

contractilité ventriculaire(4). Au bout de 8 à 12 semaines d'hypertension 

rénovasculaire augmentent la rigidité diastolique ce qui ce qui se traduit par 

une augmentation de la force générée par le myocarde, préservant ainsi la 

fonction systolique(4). Cependant, à 32 semaines, le même groupe de 

chercheurs ont observé une dysfonction diastolique au repos avec une 
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pression élevée lors du remplissage ventriculaire qui s'accompagne d'une 

dysfonction systolique et d'une dilatation de la cavité ventriculaire(4). En 

conclusion, l'ensemble de ces études démontrent que l'accumulation de 

collagène demeure le facteur principal responsable des anormalités 

contractiles rencontrées dans ce modèle qui affecte premièrement la diastole 

deuxièmement affecte la systole, contribuant ainsi à la défaillance cardiaque. 

1.2 Rôle de la Matrice extracellulaire au niveau du cœur 
physiologique 

Les fibroblastes cardiaques sont responsables de la biosynthèse (sauf 

du collagène type IV et des laminnines) et de la dégradation de la matrice 

extracellulaire (7-10). La MEC est composée d'un réseau complexe qui 

comprend des protéines fibreuses et des protéoglycanes (7-10). Ces 

composantes sont importantes car elles permettent de soutenir le réseau 

vasculaire et neurohormonale qui irrigue le cœur. De plus, la MEC permet un 

transfert efficace de la force générée par les cardiomyocytes pour ainsi 

optimiser la contractilité cardiaque. (9) 

Dans le cceur sain, un équilibre entre la production de la MEC et sa 

dégradation est essentielle pour maintenir une fonction adéquate du cceur.(8) 

Cet équilibre est possible grâce à trois mécanismes régulateurs(8) : 1) la 

synthèse de nouvelles protéines ainsi que leur dépôt dans la matrice 

extracellulaire. 2) Dégradation de la MEC par des métalloprotéases (MMP's) 

et 3) L'inhibition de la MEC par des inhibiteurs endogènes des MMP's, 
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synthétisée par les fibroblastes, connue sous le nom de irTissue inhibitor of 

metalloproteinase "(TI MP's)(8). 

Tout déséquilibre de ce système aura des répercussions négatives sur la 

contractilité cardiaque. 
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1.2.1 Composition de la Matrice Extracellulaire 

Dans le myocarde, la MEC est composée de différents types de 

collagène, de glycoprotéines, de protéoglycanes et d'élastine(7-1 0). Ces 

protéines interagissent entre elles pour assurer une bonne fonction cardiaque. 

1.2.1.1 Les Collagènes 

Le collagène est le principal constituant de la MEC(1 1). On les retrouve 

dans plusieurs organes sous onze types de collagène où l'expression des 

différents types est spécifique au tissu (1 1). Au niveau du myocarde, on 

retrouve les types I, DI, IV, V et VI (7,8). Le collagène mature est composé 

soit de trois chaînes polypeptidiques (identiques, ou de trois différentes 

chaînes a, ou de deux chaînes a) (tableau 1) 

Le collagène de type I et Ill sont les plus abondants dans le myocarde. 

Ensemble ils représentent plus de 90 % du collagène total retrouvé au niveau 

du myocarde, principalement entre les cardiomyocytes (8-1 0).Les collagènes 

de type I s'y agrégent pour former des fibres épaisses, tandis que les 

collagènes de types Ill s'y agrégent pour former des fibres plus fines. (12) De 

façon intéressante, les collagènes de types I et Ill sont les isoformes qui sont 

surexprimés lors de changements hémodynamiques(1 2). Finalement les 

collagènes de type IV, V et VI se retrouvent en plus petite quantité et 

représentent ensemble environ 1 0 % du collagène total du 
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TYPE COMPOSITION MASSE 
MOLÉCULAIRE 

I [2 al  (I) ]; [1 Œ2(l) ] 
Hétérotrimère 

95 KDa 

III [3 al (III) [ 
Homotrimère 

95 KDa 

IV ' 	[1 al  (IV) ; 1 	cc2(IV) ] 
Hétérodimère 

185 KDa 

V [1 al  (V) ; 1 C(2 (V) ;1 a3  (V)] 
Hétérotrimère 

N/A 

VI [1 al  (VI) ; 1 a2  (VI) ;1 oc3 (VI) ] 
Hétérotrimère 

œi -150 
C(2 -160-280 
(13  -140 

Tableau 1 : Différents types de collagène retrouvés au niveau du 
cœur. 
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myocarde. Le collagène de type IV est situé au niveau de la membrane basale 

qui entoure les cardiomyocytes et les fibroblastes où il joue un rôle crucial 

dans l'adhésion. (4,9,10). Le collagène de type V coexiste avec le collagène 

de type IV au niveau de la membrane basale. On retrouve du collagène VI 

dans le milieu interstitiel où il est associé avec d'autres types de collagène. Il 

semble également recouvrir les fibres de collagène (13). 

1.2.1.2 Les Fibronectines 

La fibronectine est une autre protéine importante de la MEC identifiée 

par imnnunohistochimie au niveau du myocarde et synthétisée par les 

fibroblastes cardiaques (14-16). La fibronectine est une glycoprotéine de 540 

KDa située dans la MEC de la plupart des tissus dont le coeur (17). Elle existe 

sous forme dimérique• ayant deux chaînes polypeptidiques quasi identiques 

liées par deux ponts disulfure. La fibronectine contient des domaines de 

liaison au collagène, à l'héparine et à certaines glycoprotéines (18). Suite à la 

transcription du gène fibronectine, l'épissage alternatif du mRNA mène à la 

formation de plusieurs isoformes de fibronectine présent au niveau du 

myocarde (19). La fibronectine joue un rôle important dans l'adhésion et la 

migration cellulaire, deux événements cruciaux lors de la réparation tissulaire, 

l'organogénèse et le remodelage cardiaque (10,20). 
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1.2.1.3 Protéoglycanes et élastines 

Les protéoglycanes se trouvent à la surface cellulaire et dans la MEC. 

Elles peuvent moduler la migration et la prolifération cellulaire et participent 

aussi à l'organisation de la MEC (9,10). Les protéoglycanes ont été peu 

étudiées au niveau du cœur. La MEC présente également des fibres 

élastiques formées de polymères insolubles d'élastines qui donnent au cœur 

certaines de ses propriétés contractiles (9,10). Il a été démontré que les 

cœurs néonataux et les cœurs adultes hypertrophiés contiennent des 

quantités •  relativement élevées d'élastine, lorsqu'on les compare avec les 

cœurs adultes normaux. (9). 

1.2.2 Régulation de la synthèse de la matrice extracellulaire 
et sa dégradation 

La concentration nette de collagène et de fibronectine dans le cœur 

dépend de l'équilibre entre leur synthèse et leur dégradation. Toute 

perturbation de ces deux mécanismes aura un effet négatif sur le 

fonctionnement normal du cœur. Alors, quels sont les mécanismes qui 

influencent cet équilibre ? 

Le maintien de l'équilibre entre la synthèse et de la dégradation de la 

MEC est possible grâce à deux classes d'enzymes : les métalloprotéinases 

(MMP's) et les inhibiteurs des métalloprotéinases (TIMP's). 
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1.2.3 Métalloprotéinases et TIMP's 

La MEC peut être dégradée par des enzymes catalytiques connues 

sous le nom des métalloprotéinases (MMP's)(8,10). Les MMP's sont une 

famille d'enzymes actifs en présence de zinc et de calcium(8,10). Jusqu'à 

présent, 9 MMP's ont été identifiées, clonées et séquencées (8,10). La 

classification de ces enzymes est basée sur l'affinité qu'ils ont pour leur 

substrat. Ils ont été classifiés en 3 groupes : 1) Les collagénases(MMP-1 et 

MMP-8) 2) les stomelysines (MMP-3, MMP-10 et MMP-11) et 3) Les 

gélatinases (MMP-2 et MMP-9). Ces trois groupes de MMP's agissent en 

synergie c'est-à-dire que certaines MMP's vont agir suite au passage de 

d'autres MMP's(8). 

L'activité des MMP's est très bien contrôlée par des protéines 

inhibitrices spécifiques connues sous le nom de TIMP ou « tissue inhibitor of 

metalloprotease»(8). Il existe 3 membres de cette famille : TIMP-1, TIMP-2 et 

TIMP-3. TIMP-1 a une haute affinité pour les collagénases, stomelysines et 

les gélatinases(8). Son expression est inductible par plusieurs facteurs dont 

l'Ang II et les cytokines comme TGF-I3(8). Cependant, les TIMP-2 possèdent 

un profil d'action relativement équivalent à TIMP-1 mais contrairement à 

TIMP-1, son expression est constitutive (8). 

Jusqu'à présent peu d'études décrivent la régulation des MMP's. 

Cependant, une étude a démontré que MMP-1 et MMP-2 sont coexprimées 

dans le cœur du rat. (21). De plus, il a été démontré que les MMP's et les 
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TIMP's sont exprimées au niveau du myocarde par les fibroblastes cardiaques 

et les cellules endothéliales (10,21). 

1.3 Croissance Cellulaire 

La prolifération anormale des fibroblastes cardiaques rencontrée durant 

le développement de la fibrose cardiaque représente un facteur important pour 

maintenir une concentration élevée de collagène et de fibronectine dans la 

MEC. Par conséquent, si on est capable de bien comprendre les voies de 

signalisations couplées à la croissance des fibroblastes cardiaques, l'industrie 

pharmaceutique sera en mesure de concevoir des molécules 

pharmacologiques capables d'inhiber de façon spécifique les événements 

critiques à la croissance cellulaire. 

Vu le peu d'information sur les voies de signalisation au niveau des 

fibroblastes cardiaques, la prochaine section portera sur les voies de 

signalisations liées à la croissance cellulaire qu'on retrouve généralement 

dans plusieurs types cellulaires. 

L'initiation des mécanismes impliqués dans la croissance cellulaire est 

un processus complexe. Plusieurs facteurs de croissance (PDGF, EGF, IGF), 

hormonanes (Ang11) et neurotransmetteurs (NE et E), peuvent initier ces 

mécanismes en se liant de façon spécifique à des récepteurs localisés au 

niveau de la surface cellulaire(22,23). Cette liaison activera plusieurs 

cascades intracellulaires qui finalement augmenteront la synthèse d'ADN et la 

prolifération cellulaire (22). 
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Au cours des 10 dernières années, grâce aux techniques de clonage et 

de séquençage, la compréhension des voies de signalisation ne cesse 

d'augmenter. Plusieurs voies de signalisations couplées à la croissance et à la 

différentiation cellulaire furent découvertes. Le recrutement de la voie MAPK 

et de la voie P13-K sont deux voies qui suscitent beaucoup d'intérêt dans le 

domaine de la signalisation intracellulaire car ils jouent un rôle important dans 

la croissance cellulaire(24-29 et 31-35). Dans le but d'étudier ces deux voies 

dans la croissance des fibroblastes cardiaques, la prochaine section portera 

sur la description de ces deux voies. 

1.3.1 La Voie MAPK 

La voie des MAPK (Mitogen Activated Protein kinase) constitue une 

des voies les plus étudiées dans le domaine de la signalisation due au fait 

qu'elle joue un rôle important dans la croissance et la différentiation cellulaire 

(25-30). Les MAPK sont une famille de protéines sérine/thréonine kinase 

activée par plusieurs facteurs de croissance, hormonaux, cytokines et 

neurotransmetteurs (25-30). L'activation de cette voie est très bien 

caractérisée lorsqu'activé par des facteurs de croissance liés à des récepteurs 

tyrosines kinase (36,37)(fig 1.2). La liaison d'un facteur de croissance à son 

récepteur va provoquer une dimérisation du récepteur (36,37). Cette 

dimérisation active la tyrosine kinase intrinsèque du récepteur provoquant une 

autophosphorylation du récepteur sur des résidus tyrosines 
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spécifiques(36,37). Ces résidus tyrosines phosphorylées recruteront un 

complexe protéique formé de 
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Figure 1.2 Voies couplées aux récepteurs tyrosine kinases 
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deux protéines : GRB2 (growth factor receptor -bound protein et SHC). Ces 

deux protéines ont la propriété de lier des résidus tyrosine phosphorylés grâce 

à leur domaine SH2 (Src homology 2)(36,37). Une fois lié de façon spécifique 

aux résidus tyrosines phosphorylées, le complexe GRB2/SHC recrute mSOS 

qui par la suite accéléreront l'échange d'un Ras-GDP pour un Ras-GTP. Ras 

est une petite protéine G de 21 KDa essentielle à la croissance et à la 

différentiation de plusieurs types cellulaires induits par des facteurs de 

croissance. (38-41) Ras fait partie d'une petite famille de protéines G capable 

de lier le GDP et le GTP(38-41). 

Elle existe sous deux formes : lorsqu'elle est liée au GDP, elle est 

inactive et lorsqu'elle est liée au GTP, elle est sous forme active (fig 1.3). La 

régulation de Ras se fait par la vitesse de l'échange d'un GDP pour un GTP et 

l'hydrolyse du GTP en GDP + Pi (38-41). Une fois activé, Ras lié à la 

membrane recrute le premier membre de la famille MAPK connue sous le nom 

de Raf ou MAPKKK. Lorsque activé, Raf phosphoryle d'autres protéines 

connues sous le nom de MEK ou MAPKK provoquant ainsi leurs activations. 

MEK activera ensuite ERK en phosphorylant ERK (MAPK) sur des résidus 

thréonines et tyrosines. ERK se retrouve normalement dans le cytoplasme 

mais lorsque activée, des études d'immunofluorescence ont démontré sa 

présence dans le noyau (42). Cette translocation dans le noyau permettra à 

ERK de phosphoryler certains facteurs de transcription comme c-jun qui par la 

suite altérera l'expression des gènes (37,43). 
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Contrairement au récepteur tyrosine kinase, l'activation de la voie MAPK par 

les récepteurs couplés aux protéines G est moins bien caractérisée que la 

voie Ras-Raf-MEK-ERK . Plusieurs études ont raportée que l'activation de 

ERK par les GPCR est similaire à l'activation de ERK par les récepteurs 

tyrosine kinase (25,26,28). Ces récepteurs peuvent aussi recruter ERK par 

l'intermédiaire de GRB2/SHC, mSOS et Ras (25,26,28). Cependant, il existe 

une différence entre les récepteurs tyrosine kinase et les GPCR. Les 

récepteurs GPCR sont dépourvus d'une activité tyrosine kinase intrinsèque. Il 

leur faut donc des protéines tyrosine kinase de type non récepteur pour 

pouvoir recruter le complexe GRB2/SHC pour ainsi activer la voie de Ras-Raf-

MEK-ERK. De façon intéressante, Hordijik et ses collaborateurs ont démontré 

que le prétraitement avec un inhibiteur des protéines tyrosine kinase, le 

génisteine, inhibe l'activation de ERK (44). 

1.3.2 La voie du Phosphatidylinositol 3-Kinase 

Les phosphatidylinositols (PI) sont une famille de lipides localisés dans 

la membrane plasmique et représentent un faible pourcentage de la bicouche 

plasmatique (45). Cependant, le métabolisme des PI joue un rôle important 

dans plusieurs processus complexes dont la prolifération et la différentiation 

cellulaire, la survie cellulaire, le réarrangement du cytosquelette, l'apoptose et 

la migration cellulaire (35,46). 

Il existe deux voies de signalisations impliquant les Pl : 1) la voie 

classique impliquant la phospholipase C (PLC) et 2) la voie impliquant le 
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phosphatidylinositol 3-kinase (P13-K). La voie classique implique l'hydrolyse 

du phosphatidylinositol 4,5-P2 (PI4, 5P2) en inositol 1,4, 5-triphosphate (IP3) et 

en diacylglycérol (DAG). Le IP3  et DAG agissent comme second messager en 

provoquant un relâchement de calcium intracellulaire à partir du réticulum 

sarcoplasmique et en stimulant la protéine sérine/thréonine kinase C (PKC) 

respectivement (31,34,35,46). 

Pendant plusieurs années, la voie classique était la seule voie 

impliquée dans le métabolisme des Pl activé par plusieurs stimuli 

extracellulaire. Cependant, dans les années 80, une deuxième voie impliquant 

le métabolisme des PI fut découverte impliquant l'enzyme P13-K (33,35,46). 

Le phosphatidylinositol 3-kinase (P13-K) fait partie d'une famille 

d'enzymes impliqués dans plusieurs mécanismes intracellulaires comme 

dans le réarrangement du cytosquelette, le transport du glucose et récemment 

il a été démontré qu'elle jouait un rôle important dans la croissance cellulaire. 

Cette famille d'enzymes fut découverte au début des années 80 où elle fut 

associée avec le complexe récepteur PDGF/pmiddle t/ pp60c-sm  (31,34). Cette 

famille d'enzyme catalyse l'ajout d'un phosphate en position 3 " du cycle 

inositol du phosphatidylinositol. (PI) (fig 1.4). P13-K peut phosphoryler trois 

substrats in vitro : Pl, Pl4P et P14, 5P2  . Les produits de cette réaction Pl3P, 

P13,4P2  et P13,4,5 P3 agiront comme seconds messagers capablent d'activer 

plusieurs protéines comme PKC, P70S6K et PKB/AKT (31,32,34). Cependant, 

in vivo, les agonistes qui stimulent P13-K causent principalement une 

augmentation de P1(3,4)-P2  et P1(3,4,5)-P3  (34). 
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Phosphatidylinositol (Ptdlns) 

Figure 1.4 Structure du phosphatidylinositol 
(Figure extrait de réf. 44) 

1.3.2.1 Classification des Phosphatidylinositol 3-kinases 

Il existe plusieurs classes de P13-K basé principalement sur leur 

structure et sur leur mécanisme de régulation. Cette section portera sur ces 

différentes classes. 

1.3.2.2 P13-K de Classe I 

Les P13-K de classe I sont des protéines hétérodimériques qui sont 

composés d'une sous-unité catalytique de 110 Kda associé à une sous-unité 

régulatrice (31-35,47,48). Jusqu'à présent, chez les mammifères, trois types 

de P13-K ont été clônés ayant 42-58% d'identité en acide aminé, qui sont 

désignés p110a, p110I3 et p1108 (47,48). Chacune de ces sous-unités 
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contiennent un domaine de liaison à p85, un domaine phosphatidylinositol 

kinase(PIK) et un domaine catalytique à l'extrémité C-terminal (34,47,48). (fig 

1.5). Ensemble, le produit de ces gènes et la formation d'un complexe entre 

une sous-unité régulatrice p85 et une sous-unité catalytique p110, représente 

les PI3-K de classe IA (47,48). 

Les sous-unités régulatrices capables de lier les sous-unités 

catalytiques de la classe IA sont appelées p85a et p850 basé sur leur poids 

moléculaire (34,49). Ces sous-unités sont dépourvues d'activité catalytique 

mais possèdent plusieurs domaines qui sont homologues à ceux retrouvés 

dans d'autres protéines de signalisation (34,47,48). p85a et p853 contiennent 

un domaine SH3, deux domaines SH2, deux à trois séquences riches en 

proline et un domaine homologue à la protéine rho-GAP's (34,47,48). D'autres 

protéines adaptatrices ont été identifiées comme étant capables de se lier à la 

sous-unité catalytique de la classe IA (47,48). Ces protéines sont semblables 

à p85 mais n'ont aucun domaine SH3, pas de domaine BH et aucun domaine 

riche en résidus proline. Ces protéines adaptatrices sont p55y et p55PIK qui 

proviennent de l'épissage alternatif de p85a (47,48). 

Outre l'activité phosphatidylinositol kinase présente dans la sous-unité 

catalytique de P13-K de la classe IA, on y retrouve aussi une activité 

sérine/thréonine kinase intrinsèque (48). Cette activité kinase de p110 permet 

à celle-ci de phosphoryler la sous-unité régulatrice sur le résidu sérine 608 

(68). Cette phosphorylation est en sorte un mode de régulation de l'activité 

phosphatidylinositol kinase de P13-K (48). 
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1.3.2.2 P13-K de classe IB 

Il existe une autre classe de P13-K ayant 36% d'homologie avec la 

sous-unité catalytique p110a et connue sous p110y (47,48). Cette sous-unité 

fut découverte dans les plaquettes et les neutrophiles lorsque activés par les 

protéines G, plus spécifiquement les sous-unités Gy (47,48). Cette classe de 

P13-K contient aussi un domaine PIK et un domaine de liaison à ras (47,48). 

Cependant, p110y ne contient aucun domaine de liaison à p85 situé à 

l'extrémité N-terminale (47,48). Cette classe de P13-K fait partie de la classe 

IB. Malgré cette différence entre la classe IA et IB, p1 10y peut aussi se lier à 

une protéine adaptatrice connue sous le nom de p101. La liaison de p101 à 

p110y rend ce complexe beaucoup plus sensible à son recrutement par les 

sous-unités Gy (47,48). 

1.3.2.3 P13-K de Classe II 

Les P13-K de cette classe, contiennent les sous-unités catalytiques les 

plus large (170-210 KDa). Ils contiennent aussi un domaine PIK dont le 

domaine catalytique a 45-50% de similarité avec les P13-K de la classe I et un 

domaine C2 à l'extrémité C-terminale (47,48). Ce domaine semble important 

pour les interactions calcium-dépendant de certaines protéines à des 

vésicules lipidiques. 
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1.3.2.5 P13-K de Classe III 

Cette classe de P13-K fut découverte chez la levure suite au clonage de 

la sous-unité catalytique p110 chez les mammifères (47,48). Elle est connue 

sous Vps34p et elle a comme substrat que le phosphatidylinositol(PI). Bref, 

peu d'études ont été entreprises sur cette classe d'enzyme. 

1.3.3 Les effecteurs de P13-K 

La stimulation de P13-K mène principalement à la génération de Ptlns-

3,4-P2  et le PtIns-3,4,5-P3  (48). L'accumulation de ces seconds messagers 

strictement localisés à la membrane plasmique, permettent de recruter de 

façon directe ou indirecte plusieurs protéines kinases tel que Akt/PKB, 

p70S6K et PKC-Ç (47,50,51). 

La protéine kinase Akt/PKB est une sérine/thréonine kinase qui a la 

propriété de lier spécifiquement le PtIns-3,4,5-P3  grâce à son domaine 

PH(Pleckstrin Homology (47,50,51). Chez les mammifères, il existe trois 

isofornnes de PKB: PKBa, PKBf3 et PKBy. PKB13 et PKBy et ils ont environ 

82% d'identité avec l'isoforme a, malgré 23 acides aminés en moins de 

l'isoforme y (50). Au niveau du cceur, on y retrouve principalement les 

isoformes a et 5. 

Les premières études qui ont démontrés que l'activation de PKB était 

P13-K dépendante ont été basées principalement sur deux observations : 1) 

l'activation de PKB via les facteurs de croissance a été inhibée par le 
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wortmannin et 2) la mutation à des points spécifiques du récepteur de facteurs 

de croissance qui inhibe l'activation de P13-K, a aussi inhibé l'activation de 

PKB (50). L'activation de PKB se fait dans un premier temps par son 

recrutement au niveau de la membrane plasmique qui est possible par 

l'intermédiaire des phosphatidylinositols phosphorylés par P13-K (47,50-52). 

Une fois à la membrane plasmique, PKB est phosphorylé sur des résidus 

sérine et thréonine spécifiques, par une protéine kinase PtIns-3,4,5-P3-

dépendant 1(PDK-1) (47,50-52). L'activation de PKB est impliquée dans 

plusieurs processus biologiques, tels que la synthèse du glycogène, la 

synthèse protéique et le transport du glucose. 

Une autre cible de P13-K est la p70 S6 kinase (p70S6K), qui est une 

protéine sérine/thréonine kinase activée indirectement par P13-K via 

l'intermédiaire de PKB (52). Il a été démontré que l'activation de p70S6K joue 

un rôle de régulation dans la synthèse protéique et dans la synthèse d'ADN 

(52). Son activation se fait par la phosphorylation à plusieurs sites, sur des 

résidus sérine et thréonine (52). 

Finalement, la protéine kinase C-Ç (PKC-Ç) fait partie de la famille PKC 

atypiques qui sont insensibles au DAG (diacylglycérol). Cet isoforme est activé 

directement par les produits de P13-K et pourrait servir d'intermédiaire dans 

l'activation de p70S6K (52). Plusieurs observations semblent suggérer que 

l'activation de PKC-Ç par P13-K est nécessaire dans plusieurs réponses 

cellulaires, particulièrement dans la mitogénèse et la synthèse protéique (51). 



30 

1.3.4 Angiotensine II et la voie de P13-K 

P13-K est une protéine hétérodimérique qui catalyse l'ajout d'un 

groupement phosphate en position D-3 du cycle inositol des 

phosphatidylinositols (31,32,47,48,51). Les produits de cette réaction agissent 

comme second messager pour ainsi activer plusieurs mécanismes 

intracellulaires dont la croissance cellulaire (32,35,45). Depuis sa découverte, 

l'activation de P13-K fut souvent associée aux récepteurs à activité tyrosine 

kinase intrinsèque (31,34). Cependant, de plus en plus d'études démontrent 

que son activation peut être médiée par les récepteurs couplés aux protéines 

G (31,34). Récemment, un groupe de chercheurs a démontré que le 

traitement avec Angl I in vitro et in vivo, augmente l'activité de P13-K au niveau 

des cellules vasculaires de muscle lisse(CVML)(33). De plus, ils ont démontré 

que le pré-traitement des CVML avec le LY294002, un inhibiteur spécifique de 

la sous-unité catalytique de P13-K (53), a inhibé l'augmentation de la synthèse 

d'ADN, d'ARN et de l'hyperplasie observé au niveau des CVML (33). Ces 

résultats confirment le rôle important de P13-K dans la croissance cellulaire 

médié par l'Angll. 

Au niveau des fibroblastes cardiaques, le rôle de P13-K dans la 

croissance cellulaire demeure à ce jour inconnu. Cependant, David E.Dostal 

et ses collaborateurs semblent suggérer que P13-K pourrait être un effecteur 

pontentiel de ras recruter par Angll au niveau des fibroblastes cardiaques 
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(54). Ceci dit, ce mémoire explorera le rôle de P13-K dans la croissance des 

fibroblastes cardiaques de rats nouveaux nés. 

1.4 Facteurs impliqués dans la croissance des fibroblastes 
cardiaques 

Les fibroblastes cardiaques représentent les deux tiers de la population 

cardiaque. Leur rôle dans le remodelage cardiaque fut sous-estimé. 

Aujourd'hui, on sait que les fibroblastes cardiaques jouent un rôle prédominant 

dans le développement de la fibrose cardiaque. De plus, la fibrose est un 

facteur important dans le développement de l'insuffisance cardiaque (4). Il est 

donc important de bien comprendre les voies de signalisation couplées à 

l'Angll et au système nerveux sympathique, deux facteurs capables de 

stimuler la croissance des fibroblastes cardiaques, pour ainsi développer des 

molécules pharmacologiques capables d'inhiber de façon spécifique des 

événements critiques à la croissance des fibroblastes cardiaques. 

1.4.1 Le système rénine-angiotensine 

L'angiotensine 11 (Ang 11) a été identifiée il y a plu de 50 ans par Braun-

Menedez et al. et Page Helmer(55,56). Le précurseur d'Ang 11 est 

l'angiotensinogène qui est clivé par une protéase, la rénine pour ainsi devenir 

l'angiotensine 1 (Ang 1)(57,58). Par la suite, Ang 1 devient Ang 11 par l'action 

d'une enzyme de conversion de l'angiotensine (ECA) pour ainsi devenir un 

peptide biologiquement actif, l'angiotensine 11 (57,58)(fig 1.6). 
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Figure 1.6 

L'Ang II est une hormone peptidique qui exerce une multitude d'actions 

biologiques au niveau du système cardio-vasculaire (57,58). Elle exerce une 

action vasoconstrictrice sur l'ensemble du réseau vasculaire, tant périphérique 

que coronaire, contrôlant ainsi la pression artérielle (57,58). Elle contribue 

aussi à la régulation de certaines fonctions cellulaires périphériques, comme 

la réabsorption rénale de sodium (57,58). Outre ses effets classiques, Ang II 

stimule la croissance de plusieurs types cellulaires, notamment celles des 

myocytes et des fibroblastes cardiaques (33,57,59-61). 

Les effets de l'Ang II sur le système cardio-vasculaire sont médiés par 

des récepteurs membranaires spécifiques (57). Il existe deux types de 

récepteurs à Ang 11, les récepteurs ATi  et AT2  (57). Ces récepteurs font partie 

des récepteurs à 7 domaines transmembranaires et ils sont couplés aux 

protéines G (57). La liaison d'Ang II à ses récepteurs active plusieurs voies de 

signalisation qui stimulent plusieurs protéines et enzymes qui interagissent 

entre eux pour ainsi initier la synthèse d'ADN et la synthèse de protéines (57). 

La composition de ces voies de signalisation au niveau des fibroblastes 

cardiaques est partiellement connue et ils feront l'objet de cette revue dans la 

section 1.4.3. 
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1.4.2 Angiotensine II et la fibrose cardiaque 

Plusieurs évidences cliniques et expérimentales ont démontré que 

l'Angll joue un rôle important dans le développement de la fibrose cardiaque 

(4). 1) Jalil et Weber ont démontré à l'aide d'un modèle de rat avec une 

hypertension rénovasculaire que l'administration d'un inhibiteur de l'enzyme 

de conversion de l'angiotensine, le captopril, inhibait non seulement la 

synthèse d'ADN mais aussi le dépôt de collagène dans le milieu interstitiel du 

myocarde. 2) Il a été démontré que l'Ang II augmente la synthèse de 

collagène dans les fibroblastes cardiaques, dans un modèle in vitro (62). 3) 

Ang II augmente la synthèse de certaines cytokines (TGF-131 et 33) et de 

l'endothéline qui elle influence la croissance des fibroblastes cardiaques 

(63,64). Ces études démontrent l'importance du système rénine-angiotensine 

dans le développement de la fibrose cardiaque. Malgré plusieurs évidences de 

l'implication de l'Ang II dans le développement de la fibrose, les voies de 

signalisation associées à la croissance demeurent mal caractérisées. 

Depuis ces études, plusieurs études biochimiques et de biologie 

moléculaire ont été entreprises pour caractériser les effets de l'Ang II sur la 

croissance des fibroblastes cardiaques. 
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1.4.3 Effet d'Angiotensine II sur la croissance des fibroblastes 
cardiaques 

Au niveau des fibroblastes cardiaques, l'Angll a été démontrée de 

stimuler la synthèse d'ADN, la synthèse d'ARNm et la synthèse protéique. De 

plus, l'Angll stimule aussi la synthèse de facteurs autocrine et paracrine 

comme TGF et endothéline capables d'influencer la croissance des 

fibroblastes cardiaques (65). 

On retrouve au niveau des fibroblastes cardiaques principalement les 

récepteurs AT1 . Pour ce qui est des récepteurs AT2, ils subissent tôt après la 

naissance, une régulation à la baisse peu après la naissance (66). De façon 

intéressante, des études à l'aide d'antagonistes des récepteurs AT1 et AT2 

ont démontrés que les effets mitogéniques de l'Angll sont médiés par les 

récepteurs AT1(22). Le rôle des récepteurs AT2 est encore sous investigation. 

Toutefois, une étude récente menée par Tsutsumi et al., a démontré que 

l'ARNm des récepteurs AT2 est augmenté chez les patients souffrant d'une 

cardiomyopathie dilatée (67). De façon intéressante, l'expression de ces 

récepteurs était aussi associée à une augmentation de l'expression des gènes 

qui codent pour des protéines faisant partie de la matrice extracellulaire et que 

les fibroblastes cardiaques étaient le lieu de synthèse des récepteurs AT2 

(67). Malgré cette expression à la hausse des récepteurs AT2, le rôle exact de 

ces récepteurs demeure sous investigation et des études futures utilisant des 

antagonistes des récepteurs AT2 seront utiles afin de déterminer leurs rôles 

dans les cardiomyopathies dilatées (68). 
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La liaison d'Angll active plusieurs voies de signalisation par l'intermédiaire de 

Gi/Gq (22,54). Dans plusieurs types cellulaires, notamment au niveau des 

fibroblastes cardiaques, l'Angll active la phospholipase C (PLC) par 

l'intermédiaire de Gq, pour ainsi générer deux seconds messagers : l'inositol 

1,4, 5-triphosphate (IP3) et le diacylglycérol (DAG). Le IP3 stimule la libération 

de calcium (Ca2+) à partir de compartiments intracellulaires et le DAG 

activera une famille de protéine kinase C (PKC) (22,54). Outre la libération de 

Ca2+ intracellulaire et l'activation de PKC, Angl I peut aussi recruter le proto-

oncogène Ras, la protéine kinase ERK et P13-K. 

1.5 Le système sympathique 

Le système nerveux sympathique (SNS) est activé par plusieurs 

facteurs : anxiété, excitation, exercice et bien d'autres. De plus, il est activé 

dans plusieurs maladies cardiovasculaires comme l'hypertension artérielle, 

pour ainsi maintenir le système cardiovasculaire fonctionnel (69). L'activation 

du SNS mènera au relâchement de catécholamines dans la circulation 

sanguine par la médullosurrénale et dans les jonctions neuromusculaires 

cardiaques (69). Ces catécholamines iront par la suite agir sur des récepteurs 

adrénergiques augmentant ainsi la vasoconstriction des vaisseaux sanguins 

périphériques et la fréquence cardiaque (69). 

Les récepteurs adrénergiques sont des récepteurs à sept passages 

transmembranaires. Il existe deux familles de récepteurs adrénergiques : les 

récepteurs a-adrénergique et 5-adrénergique (70). Chacune de ces familles 



36 

contient divers sous-types de récepteurs(70). Les récepteurs a-adrénergiques 

sont divisés en sous-types ai et C(2  et les récepteurs 5-adrénergiques en [31  et 

P2(70). La liaison des catécholamines sur chacun de ces récepteurs aura des 

effets distincts sur le système cardio-vasculaire(70). Les effets reliés aux 

récepteurs a-adrénergiques sont principalement situés au niveau du lit 

vasculaire et au niveau des cardiomyocytes, tandis que les effets reliés aux 

récepteurs I3-adrénergiques sont principalement localisés au niveau du 

myocarde (70). 

Toutefois, le rôle des catécholamines ne se limite pas à la régulation de la 

pression artérielle, elle peut aussi influencer la croissance des cellules 

cardiaques. Au début des années 80, Simpson et collaborateurs ont montré 

que la norépinéphrine (NE) pouvait stimuler l'hypertrophie des cardiomyocytes 

via les récepteurs cci  adrénergiques (71). Au niveau des fibroblastes 

cardiaques, la NE stimule leur prolifération via les récepteurs 02-

adrénergiques. Malgré ces connaissances, peu d'études ont été entamées 

sur les voies de signalisation couplées aux récepteurs adrénergiques. Dans la 

section 1.5.2, il sera question des voies de signalisation couplées aux 

récepteurs 52-adrénergiques. 
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1.5.1 Le système nerveux sympathique et la fibrose cardiaque 

Il existe quelques évidences in vivo et in vitro qui démontrent 

l'implication du SNS dans le développement de la fibrose cardiaque. Weber et 

collaborateurs ont démontré que l'Isoprotérénol, un agoniste f32-adrénergique, 

administré à une concentration de 1 mg/kg chez le rat, induisait le 

développement de la fibrose au niveau du myocarde . De façon intéressante, 

une étude in vitro a démontré que le traitement avec ISO stimule non 

seulement la prolifération des fibroblastes cardiaques mais augmente aussi 

l'expression du mRNA du gène de collagène, supportant ainsi un rôle 

important du SNS dans l'induction de la fibrose cardiaque (72). 

1.5.2 Voies de signalisation couplées aux récepteurs f32-
adrénergiques 

La production de l'AMPc constitue le second messager le plus 

important impliqué dans la réponse physiologique couplée au récepteur 0-

adrénergique (73). Au niveau de la croissance cellulaire, une augmentation de 

l'AMPc intracellulaire a été démontrée d'être un facteur anti-prolifératif dans 

plusieurs types de cellules (74-76). Dans les fibroblastes cardiaques, la 

stimulation des récepteurs [3-adrénergique a provoqué une augmentation de la 

synthèse d'ADN malgré l'augmentation de l'AMPc (72). Ces résultats 

suggèrent que les récepteurs f3-adrénergique peuvent recruter des voies 

prolifératives qui sont insensibles à l'effet de l'AMPc. Récemment, il a été 

démontré que la stimulation des récepteurs 0-adrénergiques est reliée à 
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l'activation de ERK via une voie de l'AMPc indépendante (77). Donc, dans les 

fibroblastes cardiaques, la stimulation de la croissance par les agonistes [32-

adrénergique pourrait être couplée à des voies tyrosine kinases insensibles à 

l'AM Pc. 
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1.6 Objectifs de cet mémoire 

Tel que discuté auparavant, la croissance des fibroblastes cardiaques 

et le dépôt de protéines faisant partie de la matrice extracellulaire dans le 

milieu interstitiel, demeure deux événements nécessaires au développement 

de la fibrose cardiaque. Par conséquent, le conception de composés 

pharmacologiques capables d'inhiber les voies de signalisation reliées à ces 

événements, représente une approche thérapeutique très intéressante pour 

prévenir ou limiter le développement de la fibrose cardiaque. 

Dans cette étude nous allons répondre aux questions suivantes : 

1- Comment les récepteurs p-adrénergiques stimulent la synthèse d'ADN? 

2- Est-ce que les voies de signalisation liées à la croissance cellulaire, 

stimulée par différents agonistes(Angiotensine II vs Isoprotérénol),se 

fait par des événements en commun ou distincts? 



Chapitre 2 

Matériels et Méthodes 
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2.1 Culture des fibroblastes cardiaques de rats nouveaux-
nés 

Les fibroblastes cardiaques ont été isolés à partir de rats nouveaux-nés 

Sprague-Dawley âgés de un à trois jours et achetés chez Charles-River 

Canada(St-Constant, Québec), comme décrit auparavant(78). 

Au niveau du cœur, on retrouve principalement deux types cellulaires : 

les cardiomyocytes et les fibroblastes cardiaques. La technique décrite par 

Calderone et collaborateurs permet de séparer les fibroblastes des 

myocytes(78). Une fois les cœurs enlevés des animaux, les ventricules sont 

séparés des oreillettes, ensuite découpés et digérés avec une solution de 

trypsine 0.1%(GIBCO BRL) pendant la nuit à 4°C. Suite à cette digestion, les 

tissus sont encore soumis à plusieurs digestions à l'aide d'une solution de 

collagénase 0.1%(GIBCO BRL). (Chacune de ces incubations permet de 

briser les fibres de collagène qui permettra de libérer les myocytes et les 

fibroblastes.) Après chacune de ces digestions, les suspensions cellulaires ont 

été collectées et centrifugée à 1000 g à 4°C. Les culots cellulaires sont 

ensuite resuspendus dans du Dulbecco's Modified Eagle 

Medium(DMEM)enrichi de sérum FBS 7% (Fetal Bovine Serum). Les cellules 

sont ensuites incubées pendant 45 min dans des flacons T75 à deux 

reprises(ces étapes permettent de séparer les fibroblastes des 

cardiomyocytes car les fibroblastes s'attachent au fond du flacon plus 

rapidement que les myocytes). Après l'incubation de 45 min, les fibroblastes 

ont adhéré au fond du flacon et les myocytes en suspensions sont retirés et 
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cultivés dans du DMEM enrichi de FBS 7% . Les fibroblastes cardiaques sont 

placés dans du DMEM enrichi de FBS 7% jusqu'à confluence. Une fois 

confluents, les fibroblastes cardiaques sont séparés des autres lignées 

cellulaires avec une solution de trypsine 0.25°/0(GIBCO BRL). Les cellules 

sont ensuite placées dans des pétris de 100mm à une densité de 100 

cellules/mm2, dans un milieu DMEM enrichi de FBS 7%. Après 48h 

d'incubation, le milieu est aspiré, les cellules sont lavées avec un tampon 

phosphate salin(PBS pH 7,4 à 4°C) et placées dans un milieu DMEM 

contenant 5 1.1g/m1 d'insuline, 5 µg/mi de transférine et 5 ng/ml de sélénite de 

sodium(Collaborative Biomedical; Bedford, MA) pendant 48h précédent le 

protocole expérimentale. 

2.2 Mesure de la synthèse d'ADN et de la synthèse protéique 
à l'aide de [3F1]- thymidine et [31-1]-leucine 

Les fibroblastes cardiaques sont traités 24 h avec soit l'Isoprotérénol 

(1 Knole/L;Sigma; St-Louis, MI), angiotensine II (1µmole/L;Sigma), forskoline 

(20 gnole/L;Sigma), le 8-bromo-cyclic AMP (1mmole/L,Sigma), la toxine de 

choléra (100 ng/ml; Sigma), ou le phorbol 12,13-dibutyrate (500 nmole/L; 

Calbiochem; LaJolla, CA). La mesure de la synthèse d'ADN est possible grâce 

à l'addition de 2 ei/m1 de [3H]-thymidine (ICN Biomedicals Inc.; Costa 

Mesa,CA) pour une période de 4-6 h précédant la période de traitement et 

pour la synthèse protéique, l'ajout de 2 µCi/mi de [3ft-leucine (ICN 

Biomedicals Inc) est nécessaire. Soit 20 ptrnole/L de génistéine (Calbiochem), 
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20 gnole/L tyrphostine A25(Calbiochem), ou l'analogue inactif A1 de la 

tyrphostine est additionné 1 h avant l'ajout de de l'Isoprotérénol. La toxine de 

Pertussis(100 ng/ml; Sigma), ou l'inhibiteur de la farnesyltransférase BMS-

191563(50 imole/L; Bristol Myers Squibb, Princeton, NJ), est ajouté 24 h 

avant l'addition de l'isoprotérenol ou l'angiotensine II. L'inhibiteur de MEK1/2, 

le PD098059(50 µmole/L; Biomol; Plymouth Meeting, PA) (79), l'inhibiteur de 

P13-K, le LY294002 (10 µmole/L; Biomol (53), ou l'inhibiteur de p70/p85S6K,  le  

rapamycine (10 nmole/L; Biomole (80), sont additionnés 30-60 min avant 

l'ajout de soit l'isoprotérénol ou l'angiotensine II. Suite au protocole 

expérimental, les fibroblastes cardiaques ont été lavés deux fois avec du PBS 

froid(ph= 7,4), et 1 ml d'acide trichloroacétique 5% froid(Sigma) fut ajouté, 

puis incubé pendant 30 min pour précipiter l'ADN et les protéines. Les lysats 

protéiques ont ensuite été lavés deux fois avec de l'eau froide, puis solubilisés 

dans 0.4 M de NaOH. Les aliquots ont été comptés dans un compteur à 

scintillation p Beckman. L'activité de base est considéré comme étant la 

l'incorporation de thymidine ou de leucine qu'on observe dans les cellules 

quiescentes. Les résultats obtenus seront en CPM et les graphiques qui 

résultes de ces données seronts exprimés en pourcentage de changement 

versus basal. 
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2.3 Mesure de la concentration de l'AMPc intracellulaire et 
de l'inositol phosphate 

Les fibroblastes cardiaques ont été pré-traités avec 0.5 mmole/L 

d'isobutylméthylxanthine (Sigma) pendant 15 min avant l'addition de 

l'isoprotérénol(1µmole/L) ou la Forskoline(10 pumole/L), pour ensuite être 

incubé pendant 30 min à 37g-c. Après l'incubation de 30 min, la réaction fut 

arrêtée avec 0.1M de HCL et les pétris furent placés sur la glace pendant 30 

min. Par la suite, le surnageant fut collecté et titré à ph 7,4 avec du sodium 

acétate 2.5 M pH 5.8 et du NaOH 5 M. Les niveaux d'AMPc ont été quantifiés 

avec le kit standard RIA(Biomédical Technologies Inc., Stoughton, MA). Une 

fois titré, du NaOH 0.2 M fut additionné dans chaque pétri, puis incubé 

pendant 30 min et le contenu protéique fut mesuré par la méthode de 

Bradford (Bio-Rad Laboratories Canada LTD; Mississauga, Ontario), en 

utilisant le BSA comme standard. Les niveaux d'inositol phosphate ont été 

mesurés comme mentionné précédemment (81). Les résultats sont exprimés 

comme étant un ratio de l'ensemble total de l'inositol phosphate tritié sur 

l'ensemble total des lipides phosphatidylinositols tritiés. 

2.4 lnnmunofluorescence de ras 

Les fibroblastes cardiaques ont été placés sur des lamelles circulaires 

dans des plateaux contenant 6 puits. Ensuite ils ont été fixés 10 min avec du 

PBS(pH 7,4)-paraformaldéhyde 4%, puis incubés pendant 10 min avec du 

NH4CI 50 mmole/L. Une fois les cellules fixées, ils ont été perméabilisés avec 
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du triton X-100/PBS 1°/0 pendant 5 min, puis lavés avec du PBS et traités avec 

du PBS-BSA 2% pendant 30 min. Les cellules ont ensuite été incubées 

pendant 2 h à la température de la pièce ou 24 h à 4°C avec un anticorps 

monoclonal de rat anti-ras (Dilution :1 :25 dans du PBS-BSA 2%), qui 

reconnaît les isofornnes H-ras, N-ras et K-ras(Santa Cruz Biotechnology, 

Santa Cruz, CA). Ensuite, les cellules ont été lavées avec du PBS, traitées 

pendant 30 min avec du PBS-BSA 2% et incubées pendant 1 h avec un 

anticorps de chèvre anti-rat 1gG qui est conjugué avec du fluorescein 

isothiocyanate (Santa Cruz Biotechnology) dilué 1 :100 dans PBS-BSA 2%. 

Suite à l'incubation, les fibroblastes sont lavés avec du PBS et les lamelles de 

verre sont placée avec une solution(50% glycérol) contenant du n-

propylgallate pH 8. Les cellules ont été ensuite observées sous un objectif 1.3 

40X (Microscope Nikon Optiphot-2 microscope ) et photographiées avec un 

film Kodak T-Max 400 exposé à 1600 ASA. 

2.5 	Mesure de l'activité de ERK et de P13-K 

Une fois le protocole expérimental terminé, les fibroblastes cardiaques 

sont lavés deux fois avec du PBS (pH 7,4, 4°C), puis lysés avec un tampon de 

lyse contenant du TRIS 10 mmole/L pH 7,5 , NaC1 150 mmole/L, EDTA 

1mmole/L, EGTA 1mmole/L, NaF 50 mmole/L, 13-glycérophosphate 20 

mmole/L, phénylméthylsulfonyl fluoride(PMSF) 0.5 mmole/L, sodium vanadate 

1 mmole/L, triton X-100 1% , nonidet P-40 0.5%, 14 /m1 de leupeptine, et 

1i.t.g/m1 d'aprotonine. La concentration des protéines a été mesurée par la 



46 

méthode de Bradford. L'activé de ERK fut mesurée par la technique 

d'immunoprécipitation. 100 µg de lysat cellulaire ont été incubés pour une 

période de 4 h à 4°C en présence des anticorps de chèvre polyclonale dirigés 

contre ERK-1 et ERK-2(1 :300; Santa Cruz Biotechnology). Les complexes 

immuns ont été recueillis en incubant les échantillons pendant 90 min avec 

des billes d'agarose A/G(Santa Cruz Biotechnology), puis centrifugés. Les 

culots obtenus ont été lavés deux fois avec le tampon de lyse, deux fois avec 

le tampon kinase(HEPES 50 mmole/L, MgC12, pH 7,4). Les complexes 

immuns furent ensuite placés dans 50 µI de tampon kinase contenant 2 µCi de 

[y-32P1-ATP(Amersham Canada Limited; Oakville, Ontario), 10 gmole/L d'ATP 

non marqué, 0.2 mg/mi de MBP(myelin basic protein)(Sigma) et incubés à 

30°C, pendant 30 min. La réaction fut ensuite arrêtée avec l'addition de 20 µI 

de EDTA 200 mmole/L pH 7, et 20 µ1 d'échantillon fut retiré et placé sur des 

carrés de 1.5 x 1.5 cm de papier Whatman P-81 qui ont été immédiatement 

lavés 4 fois dans une solution d'H3PO4  75 mmole/L et une fois avec de 

l'acétone. Une fois les lavages terminés, la radioactivité incorporée a été 

mesurée dans un compteur à scintillation 13 (Beckman). Une autre technique 

utilisée pour étudier l'activité de ERK fut d'additionnée du tampon 

d'échantillonage Laemmli 3X SDS à 25 µ1 d'échantillon. Les échantillons ont 

ensuite été bouillis pendant 5 min, puis séparés par gel d'électrophorèse SDS-

10% polyacrylamide pour ainsi visualiser le MBP phosphorylé par 

autoradiographie. 
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L'activité de P13-K fut déterminée selon la technique décris par Pandey 

et collègue (82), avec quelques modifications mineures. Les lysats des 

fibroblastes (300-400 µg de protéines) ont été immunoprécipitées avec un 

anticorps dirigé contre p85a (dilution 1 :100; qui reconnaît aussi les sous-

unités p85f3, et p55; Santa Cruz Biotechnology) pendant 3-4 h à 4°C. Les 

complexes immuns ont été receuillis par l'addition d'agarose A/G, puis les 

culots ont été lavés trois fois avec une solution HNTG(20 mM de HEPES pH 

7.5, Glycérol 10%, Triton 0.1%, 150mM de NaCI, 10 µg/m1 d'aprotonine, 10 

µg/m1 de leupeptine et 1 mM de PMSF), une fois avec du PBS froid, une fois 

avec une solution 0.5M LiCl/ 0.1 M TRIS pH 7,5, une fois avec de l'eau froide 

et une fois avec 0.1M NaCl/ 1mM EDTA/ 20 mM TRIS pH 7,5. Une fois les 

lavages terminés, les culots sont resuspendus dans 50 µI de tampon 

kinase(20 mM TRIS pH 7,5, 100mM NaCI, 0.5 mM EGTA, 20 mM MgC12), 

contenant 0.5 mg/mi de phosphatidylinositol(Sigma), 10 µM d'ATP, et lei de 

[y-32P]-ATP. La réaction fut ensuite incubée pendant 30 min à la température 

pièce, puis arrêtée avec l'addition de 150 µ1 de HCL :CH3OH :CHCI3  

(2 :200 :100). Une fois la réaction terminée les phospholipides sont extraits 

avec 100 µI de CHCI3. Les phosphatidylinositols phosphorylés en position 3 " 

sont ensuite résolus par chromatographie sur couche mince de silica (TLC) 

dans une chambre de verre contenant CHC13 :Me0H : NH4OH(28°/0) :H20 

(76 :86 :10 :14). 
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2.6 Analyse par Immuno-buvardage des résidus tyrosine 
phosphorylés de ERK 

ERK fut immunoprécipité comme décrit ci-haut. Suite aux lavages des 

complexes-immuns, 10 pJ de tampon d'échantillonage Laemmli 3X SDS ont 

été ajoutés à 20 pi d'échantillon, puis les échantillons ont été bouillis pendant 

5 min, séparés par gel d'électrophorèse SDS-10% polyacrylamide. Après 

transfert sur une membrane nitrocellulose (Hybond-C, Amersham Canada 

limited), la membrane a été incubée avec 10 mM TRIS pH 7,4, 150 mM NaCI, 

BSA 3%, et du tween 0.1%(v/v) pendant 1 h. Par la suite, la membrane est 

incubée pendant 4 h à la température pièce ,avec un anticorps de souris 

contre les résidus phosphotyrosines (Dilution 1 :1000; Santa Cruz 

Biotechnology), puis lavée quatre fois avec 10 mM TRIS pH 7.4/150 mM NaCl/ 

0.5% Nonidet P-40 ( Tampon TNN) et incubée une autre fois avec un 

deuxième anticorps conjugué à la péroxidase Horseradish(1 :2000; GIBCO 

BRL), pendant 1 h à la température de la pièce. Finalement, la membrane a 

été lavée quatre fois avec le tampon TNN, et les bandes ont été détectées par 

autoradiographie en utilisant le kit de détection ECL(Amersham Canada 

Limited). 



Chapitre 3 

Résultats 
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Première partie 

3.1 Isoprotérénol stimule la synthèse d'ADN dans les 
fibroblastes cardiaques de rats néonataux Via le recrutement 
de p21ras  et le phosphatidylinositol 3-kinase 

3.1.1 Isoprotérénol(ISO) stimule la synthèse d'ADN via une 
voie AM Pc-indépendante 

Dans le but de vérifier l'effet d'ISO sur la croissance des fibroblastes 

cardiaques, les cellules ont été traitées avec IS0(11.1mole/L) pendant 24 h 

causant une augmentation significative de l'incorporation de [3M-thymidine 

(205 ± 15%; n=7 ;p<0.001 vs contrôle) (Figure 3.1A). Le traitement des 

fibroblastes cardiaques pendant 30 min avec ISO (1µmole/L), ou la forskoline 

(10 iumole/L), un activateur direct de l'adénylate cyclase, a augmenté la 

concentration d'AMPc intracellulaire, respectivement de 9-, et 6-fois (Figure 

3.1B). Cependant, un traitement de 24 h avec soit la forskoline (10 itmole/L) 

ou l'analogue de l'AMPc , le 8-bromo-AMPc (1 mmole/L), a diminué 

significativement l'incorporation de la [31-1]-thymidine(n=5). De façon 

intéressante, le traitement avec la toxine de choléra(10Ong/m1), un agent qui 

permet d'activiter l'adénylate cyclase de façon constitutive via Gs, a diminué 

l'incorporation de [3H]-thymidine basal de 53 ± 3%( p<0.001 vs contrôle;n=4). 
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Figure 3.1A et 3.1B: lsoprotérénol (ISO) stimule la synthèse d'ADN, 
malgré l'augmentation de l'AMPc. Les cellules ont été traitées 30 min avec soit 
ISO (1µM), FOR (10µM) ou le 8-bromo-AMPc (1mM) . Ensuite, ont a 
déterminée le niveau d'incorporation de 3H-Thymidine en (A) et en (B) la 
quantité d'AMPc produit après stimulation avec ISO et FOR. 
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3.1.2 Les événements couplés aux protéines Gai  et Gag  ne 
sont pas couplés à la synthèse d'ADN médié par ISO 

Quelques études ont démontré que les récepteurs P2 —adrénergiques peuvent 

aussi être couplés à Gi  et Gq(83,84). Le pré-traitement des fibroblastes avec 

10Ong/m1 de toxine de Pertussis(TP) qui rend la sous-unité Gai inactive, n'a 

eu aucun effet sur l'incorporation de [3M-thymidine stimulée par ISO 

(IS0=186 ± 35% versus ISO + TP=205 ± 67%; p=0.81; n=4). Il existe un 

événement en commun couplés aux récepteurs liés à Gai  et Geocci  impliquant la 

phospholipase co, qui mène à la production de IP3  et DAG (85). Le traitement 

avec IS0(11.1mole/L) pendant 30 min n'a eu aucun effet sur la concentration 

total d'IP3  (0.061 ± 0.02;n=4) observé au niveau basal(0.070 ± 0.01;n=6). 

Cependant, le traitement avec l'angiotensine 11 (1µmole/L) qui est aussi 

couplé aux récepteurs liés à Gai et Gokl  pendant 30 min a provoqué une 

augmentation significative de la concentration totale d'IP3  (0.234 ± 

0.02;p<0.01;n=6). Finalement, un traitement de 24 h avec le puissant 

activateur de la PKC, le PdBu(500 nmole/L), a causé une baisse de 

l'incorporation de [3M-thymidine basal au niveau des fibroblastes 

cardiaques(56 ± 10`)/0; p<0.01; n=7). 
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3.1.4 La synthèse d'ADN stimulée par ISO est reliée à des 
événements tyrosine kinases dépendentes 

Les fibroblastes cardiaques ont été pré-traités avec deux inhibiteurs 

des tyrosines kinases, le génistéine (20 pmole/L) et le tyrphostine A25 (20 

µmole/L)(86-88). Les inhibiteurs ont diminué l'incorporation de [3M-thymidine 

stimulé par ISO de 87 ± 9%(n=8) et 92 ± 6%(n=8) respectivement (fig. 3.2). 

Pour vérifier si l'effet de tyrphostine A25 est vraie, les cellules ont été pré-

traitées avec un analogue de la tyrphostine A25, la tyrphostine A1, qui a eu 

aucun effet sur l'incorporation de {3H]-thymidine médié par ISO (résultat non 

montré). 
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Figure 3.2 :  La régulation de la synthèse d'ADN dans les fibroblastes 
cardiaques par deux inhibiteurs des protéines tyrosine kinases (PTK). Les 
cellules ont été prétraitées avec soit la tyrphostine (TYR;201.t,M) ou le 
génistéine (GEN;20µM). Ensuites les cellules ont été lysées et la quantité de 
thymidine marquée fut mesuré à l'aide du compteur à scintillation 13 de 
Beckman. 
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3.1.4 L'inhibiteur de la farnesyltransférase, le BMS-191563 a 
diminué la synthèse d'ADN stimulé par ISO 

Le proto-oncogène ras est une petite protéine G impliquée dans 

plusieurs voies de signalisation reliées à la croissance cellulaire (38-41). La 

détermination de son rôle dans la croissance des fibroblastes cardiaques fut 

possible grâce à l'utilisation d'un inhibiteur de la farnesyltransférase, le BMS-

191563. Cet inhibiteur empêche l'ajout d'un groupement farnesyl à l'extrémité 

C-terminale de ras, bloquant ainsi la translocation de ras à la membrane 

plasmique, rendant ainsi impossible son activation. L'utilisation de la technique 

d'immunofluorescence, nous a permis de vérifier la localisation de ras dans 

les fibroblastes cardiaques. La figure 3.3A démontre un modèle 

d'immunofluorescence contre ras dans les fibroblastes cardiaques non traités, 

principalement localisé au niveau de la membrane plasmique, et un signal 

diffus et de faible intensité au niveau du cytoplasme,ainsi qu'au niveau du 

noyau(n=4) (les cellules proviennent de différentes préparations cellulaires). 

Cependant, un traitement de 24 h avec le BMS-191563(50 Iumole/L) n'a 

démontré aucun signal immunodétectable à la membrane plasmique, 

confirmant ainsi l'action efficace de cette drogue (fig.3.36). De façon 

intéressante, un signal de forte intensité a été observé au niveau périnucléaire 

et nucléaire, ce qui démontre une redistribution de ras. En parallèle à ces 

expériences, le pré-traitement des fibroblastes cardiaques avec BMS-

191563(50 µ,mole/L) a diminué la synthèse d'ADN médié par ISO de 75 ± 7% 

(p<0.01; n=10) . 



Figure 3.3A et B  : Modification post-transcriptionnel de ras est inhibé par 
le BMS-191563. Cette figure d'immunofluorescence contre ras représente sa 
localisation (A) au niveau de la membrane des fibroblastes cardiaques non 
traités et (B) au niveau cytosolique dans les cellules traités avec le BMS-
191563 (50 µ,M). 
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3.1.5 ISO active MAPK et P13-K dans les fibroblastes 
cardiaques 

MAPK et P13-K sont deux molécules impliquées dans la croissance de 

plusieurs types cellulaires(27,29,31,35). Leurs rôles ont été étudiés dans la 

croissance des fibroblastes cardiaques médiée par ISO. La stimulation des 

fibroblastes avec ISO (1iimole/L) a causé une augmentation transitoire de 

l'activité MAPK, avec une activité maximale à 10 min(5.0 ± 0.76 fois vs 

contrôle;p<0.01; n=10), et retourne au niveau contrôle après 30 min de 

stimulation avec ISO(Fig.3.4A et 3.4B). En parallèle à ces expériences, la 

stimulation avec ISO a aussi causé une augmentation transitoire de l'activité 

de P13-K, dont l'activité est maximale à 10 min(2.4 ± 0.3 fois vs contrôle; 

p<0.01; n=5) mais de plus faible intensité et dont l'activité demeure élévée 

après 60min(Fig.3.4A et 3.4C) 
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Figure 3.4A:  lsoprotérénol (ISO) stimule ERK et P13-K au niveau des 
fibroblastes cardiaques. Les cellules quiescentes ont été incubées en 
présence d'IS0(1µM) pendant 5-60 min. (Cette figure fut obtenu par l'analyse 
des autoradiogramme retrouvés à la page 59) 
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Figure 3.4B et C:  ERK et P13-K sont activés par isoprotérénol (ISO) au 
niveau des fibroblastes cardiaques. (B) Le traitement avec ISO (11.iM) pendant 
5-60 min augmente l'activité de ERK comme le démontre l'autoradiogramme 
qui représente l'augmentation de la phosphorylation de MBP(myelin basic 
protein). (C) Cette même stimulation avec ISO augmente aussi le niveau de 
phosphorylation du phosphatidylinositol (PI), le substrat de P13-K. 
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3.1.6 Le recrutement de P13-K est un événement essentiel à la 
synthèse d'ADN stimulée par ISO 

Plusieurs études ont démontré l'importance de MAPK dans la 

croissance de différent type cellulaire. Dans le but d'examiner le rôle de MAPK 

dans la synthèse d'ADN médiée par ISO, les fibroblastes cardiaques ont été 

pré-traités 30 min avec le PD098059 (50 µmole/L), un inhibiteur spécifique de 

MAPK kinases, MEK-1 et MEK-2(79). Le pré-traitement avec PD098059 a 

causé une diminution de l'activité de MAPK(stimulé par ISO) de 98 ± 2% 

(Fig.3.5A;p<0.001;n=4). Cependant, PD09859 n'a eu aucun effet sur la 

synthèse d'ADN stimulée par ISO (n=6;p=0.2) (Fig.3.56). De plus, le 

traitement avec le PDBU(500 nmole/L),un activateur de la protéine kinase C, a 

provoqué une augmentation de l'activité de MAPK de 17 ± 6 fois versus 

l'activité de base (résultat non montré). Cependant, le PDBU a diminué 

l'incorporation de [3N-thymidine de 56 ± 10%(p<0.01;n=7)(résultats non 

montré). Le pré-traitement des cellules avec le LY294002(10 µmole/L), un 

inhibiteur spécifique de P13-K (53), pour une période de 60 min, a 

complètement inhibé l'activation de P13-K (n=2) et l'incorporation de [31-I]-

thymidine médié par ISO (n=5;p<0.001 vs ISO) (Fig.3.6A, 3.6B). En accord 

avec ces résultats, le pré-traitement avec la rapamycine(10 nmole/L), un 

inhibiteur de p70S6K, qui est une cible de P13-K, (80), supprime la synthèse 

d'ADN médiée par ISO (p<0.001vs ISO;n=5). 
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Figure 3.5  : L'inhibiteur de MEK, le PD98059, empêche l'activation de ERK 
par isoprotérénol (1S0;11.1M). Le prétraitement des fibroblastes cardiaques 
avec le PD98059 (PD;50µM) a complètement inhibé la phosphorylation de 
MBP induit par ISO. (B) Cependant, le PD98059 n'a aucun effet sur 
l'incorporation de la CM-thymidine stimulé par ISO. 
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Figure 3.6  : L'inhibiteur pharmacologique spécifique de P13-K, LY294002 
(10µM), a complètement inhibé (A) l'activation de P13-K par isoprotérénol 
(1S0;1µ1V1) et (B) la synthèse d'ADN induit par ISO. 
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Deuxième partie 

3.2 lsoprotérénol et Angiotensine II stimule la synthèse 
protéique au niveau des fibroblastes cardiaques via une voie 
P13-K dépendante 

La croissance des fibroblastes cardiaques implique la synthèse de 

plusieurs protéines structurales dont le collagène et la fibronectine. Dans 

certaines pathologies telles que l'hypertension, la concentration de certains 

facteurs telles que l'Angll et une augmentation de l'activité du système 

sympathique mènent à plus ou moins long terme au développement de la 

fibrose cardiaque caractérisée par une croissance anormale des fibroblastes 

et une synthèse accrue de protéines fibreuses qui font partie de la matrice 

extracellulaire. Par conséquent, ces protéines fibreuses empêchent le 

fonctionnement normal des cardiomyocytes et mènent ultimement à la 

défaillance cardiaque. 

Vue l'importance des fibroblastes cardiaques et de la synthèse 

protéique par celles-ci, cette deuxième section portera sur les voies de 

signalisation impliquées dans la synthèse protéique médiée par l'angiotensine 

Il et l'isoprotérénol (agoniste 3-adrénergique). De plus, elle répondra à la 

question suivante : Est-ce que l'Ang II et l'Isoprotérénol stimulent la synthèse 

protéique via une voie commune ou différente ? 
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3.2.1 Angiotensine II et lsoprotérénol stimule la synthèse 
protéique : 

Le traitement des fibroblastes cardiaques pour une période de 24 h 

avec Angll (1 mmole/L) a provoqué une augmentation de l'incorporation de 

[31-1]-leucine (40 ± 8%;n=5; p<0.01 vs contrôle) (fig.3.7). De plus, le pré-

traitement (30-60 min) avec l'antagoniste des récepteurs ATi, 

l'irbersartan(Bristol Myers Squibb, Québec, Canada), a causé une diminution 

de la synthèse protéique médiée par Ang II de 66 ± 3% (n=3)(fig.3.7). De 

façon intéressante, le traitement des fibroblastes avec l'isoprotérénol 

(111mole/L) pendant 24 h, a provoqué une augmentation quasi-identique de la 

synthèse protéique (40 ± 6%; n=6; p<0.01 vs contrôle) 
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Figure 3.7  : Angiotensine 11 (A11;11.1M) stimule la synthèse protéique via les 
récepteurs ATi. Le prétraitements des fibroblastes cardiaques avec 
l'antagoniste des récepteurs ATI  , Irbesartan(lB) à des concentrations allant 
de 1x10-9  - 1x10-6  M diminue la synthèse protéique induit par All, de façon 
dose dépendante. 
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3.2.2 Le rôle des protéines tyrosine kinase dans la synthèse 
protéique médiée par l'angiotensine II et l'isoprotérénol : 

Le traitement des fibroblastes cardiaques 24 h avec l'inhibiteur des 

tyrosine kinases, le tyrphostine A25(20 gmole/L), n'a eu aucun effet sur 

l'incorporation de [31-1]-leucine basal(n=6). Cependant, le pré-traitement des 

cellules pendant 1 h avec le tyrphostine A25, a diminué la synthèse protéique 

médiée par Ang II, de façon non significative (30°/0)(fig.3.8). Contrairement a 

Ang II, le pré-traitement des fibroblastes avec tyrphostine A25 a diminué 

l'incorporation de [31-1]-leucine stimulé par ISO de 80% (n=6; p<0.01 versus 

ISO) (fig.3.8). 
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Figure 3.8  : Les protéines tyrosine kinases sont impliqués dans la synthèse 
protéique induit par isoprotérénol (ISO) au niveau des fibroblastes cardiaques. 
Les cellules ont été pré-traités avec un inhibiteur des protéines tyrosine 
kinases, soit la tyrphostine (TYR;201.1M). Ce traitement a significativement 
inhibé la synthèse protéique induit par ISO «11.1M mais n'a eu aucun effet sur la 
synthèse protéique médié par angiotensine 11 (A11,111M). 
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3.2.3 Le rôle de ras dans la synthèse protéique médiée par 
angiotensine II et isoprotérénol 

Le traitement des fibroblastes cardiaques avec le BMS-191563 (50 

µmole/L), pour une période de 48 h a causé une petite diminution dans 

l'incorporation de [311]-leucine de base (diminution de 22%;n=5). Le pré-

traitement des fibroblastes pendant 24 h avec le BMS-191563 (50 µmole/L), 

n'a eu aucun effet sur la synthèse protéique médiée par Ang II 

(1µmole/L)(fig.3.9). Toutefois, le pré-traitrement avec BMS-191563 a causé 

une diminution de la synthèse protéique médiée par ISO (1itmole/L) de 66 ± 

15% ( n=5;p<0.05 versus IS0)(fig. 3.9). 
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Figure 3.9  : RAS est impliqué dans la synthèse protéique stimulé par 
isoprotérénol (IS0). Les fibroblastes cardiaques ont été prétraitées avec 
l'inhibiteur de la farnesyltransférase, le BMS-191563 (50µM). On note que le 
BMS-191563 a inhibé de façon significative la synthèse protéique stimulé par 
ISO 1µ,M. Cependant, la synthèse d'ADN médié par Ang II demeure 
innacfectée par le prétraitement avec BMS-191563.. 
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3.2.4 Le recrutement de ERK via ras par Angiotensine II et 
Isoprotérénol, est un événement insuffisant pour promouvoir 
la synthèse protéique 

Le recrutement de ERK par Ang II est un événement qui est observé 

dans plusieurs types cellulaires (25,29,59). Le traitement des fibroblastes avec 

Ang II (1µmole/L) a causé une augmentation de l'activité de ERK . Cependant, 

l'activité maximale est obtenue à 5 min (7.9 ± 0.9 fois versus 

basal;n=4;p<0.001) et demeure élevée au moins jusqu'à 60 min. En accord 

avec ces résultats, le contenu en résidu phosphotyrosine de ERK-1 et ERK-2 

a aussi augmenté après 5 min de traitement avec Ang II (1µmole/L)(résultat 

non montré) . De plus, dans les fibroblastes cardiaques de rats néonataux, il a 

été démontré que l'activation de ERK par Ang II se fait en partie via le 

recrutement de ras (22,54). En accord avec cette découverte, le pré-traitement 

avec le BMS-191563 (50 jimole/L), a diminué l'activation de ERK par Ang II de 

61 ± 9% (n=5;p<0.01)(fig.3.10) et le contenu en phosphotyrosine de ERK-1 et 

ERK-2(résultat non montré). Comme observé dans la première partie de la 

section résultats, le traitement des fibroblastes cardiaques avec ISO 

(11imole/L) a aussi causé une augmentation de l'activité de ERK (fig 3.4A et 

3.4B) et une augmentation dans le contenu en résidu phosphotyrosine sur 

ERK-1 et ERK-2(résultat non montré). De plus, le pré-traitement avec le BMS-

191563 a également causé une diminution de l'activité de ERK stimulé par 

ISO (83 ± 12% versus ISO;n=3;p<0.01)(fig 3.10) et a diminué le contenu en 

résidu phosphotyrosine de ERK-1 et ERK-2 (résultats non montré). 
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Figure 3.10  : L'activation de ERK se fait via le recrutement de ras. Le pré-
traitement avec l'inhibiteur de la farnesyltransférase, le BMS-191563(50µ,M) a 
significativement (p<0.01) diminué l'activation de ERK par isoprotérénol (ISO; 
11.1,M) et angiotensine II (All; 111M). 
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Cependant, contrairement à ISO, l'activité maximale de ERK fut 

observée a 5 min après stimulation avec Ang II et de plus forte intensité que la 

stimulation avec ISO. 

Le résultat obtenu où le pré-traitement avec le BMS-191563 n'a pas inhibé la 

synthèse protéique médiée par Ang II, malgré l'inhibition de ERK, suggère que 

ERK ne semble pas impliqué dans la synthèse protéique. Pour confirmer ce 

postulat, les fibroblastes ont été pré-traités 30 min avec le PD098059 (50 

limole/L), un inhibiteur pharmacologique de MEK1/MEK2 (79). Le PD098059 

a complètement inhibé l'activation de ERK médié par Ang II (Baisse de 93 ± 

4% versus Ang II; n=3) (fig.3.5A). Cependant, le pré-traitement avec 

PD098059 n'a pas affecté la synthèse protéique stimulée par Ang II (Angll 

=35±20 et Angll+PD098059 —32±18; n=5). En addition, le pré-traitement avec 

PD09859 a aussi inhibé l'activation de ERK médié par ISO (Baisse de 98 ± 

2% versus ISO; n=2)(fig.3.5A) , sans affecter la synthèse protéique stimulé par 

ISO (résultats non montrés). 
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3.2.5 Angiotensine II et Isoprotérénol stimulent la synthèse 
protéique via le recrutement d'une voie PI3-Kinase-
dépendante 

Le phosphatidylinositol 3-kinase (P13-K) joue un rôle important dans la 

croissance cellulaire, notamment au niveau des fibroblastes cardiaques où 

l'inhibition de son activité a diminué l'incorporation de [31-1]-thymidine(Fig.3. 

6B). Nous avons exploré son rôle dans la synthèse protéique stimulée par Ang 

Il et ISO, dans les fibroblastes cardiaques. Le traitement des cellules avec 

Ang II (11tmole/L) a augmenté l'activité de P13-K de façon modeste et non 

significative après 5 min de stimulation (36 ± 18% versus basal;n=3,p>0.05, 

fig. 3.11B). Cependant, après 10 min de stimulation avec Ang II, l'activité 

basale de P13-K a augmenté de façon significative (121 ± 16% versus 

basal;n=4;p<0.01) et demeure élevée après 20 min de stimulation (90 ± 12% 

versus basal;n=4;p<0.01) (Fig. 3.11B). Le pré-traitement avec Wortmannin 

(100nM), un inhibiteur de P13-K (89), a inhibé l'activation de P13-K stimulée 

par Ang II (n=2) (résultats non montrés). De plus, le pré-traitement avec un 

autre inhibiteur de P13-K, le LY294002 ( 10 mmole/L), a aussi inhibé l'activation 

de P13-K par Ang II (n=2)(résultat non montré). En parallèle à ces 

expériences, le wortmannin (100 nM) a diminué l'incorporation de [31-1]-leucine 

médiée par Ang II de 65 ± 6% (n=5;p<0.01). De façon similaire, le pré-

traitement avec le LY294002 (10 gmole/L) a aussi diminué la synthèse 

protéique médiée par Ang 11 (Fig. 3.12). 
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Figure 3.11A et B  : Isoprotéréno (ISO) et angiotensine II (AII) recrute le 
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3-K) au niveau des fibroblastes cardiaques. 
(A) L'incubation des cellules avec IS0(1µM) ou (B) Ang11(1µM) augmente la 
phosphorylation du substrat de P13-K, le PI, c'est-à-dire son activité. 
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En parallèle à ces expériences, le traitement avec ISO a augmenté de 

façon significative l'activité de P13-K après 5 min de stimulation (92 ± 30% 

versus basal;n=5;p<0.05), et a 10 min de stimulation avec ISO, l'activité de 

P13-K était maximale (140 ± 32% versus basal;n=5;p<0.01)(fig. 3.11A). Cette 

activité est demeurée élévée jusqu'à 20 min de stimulation mais ne fut pas 

statisquement significative (70 ± 50%;n=5;p=0.2) (Fig.3.11A). Le pré-

traitement avec le LY294002 (10 ptmole/L) pendant 1 h, a inhibé l'activation 

de P13-K stimulée par ISO (n=2) (Fig.3.6A). Finalement, le pré-traitement avec 

le LY294002 a aussi diminué la synthèse protéique médiée par ISO de 57 ± 

10% (n=6;p<0.01 versus ISO) (Fig.3.12). 
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Figure 3.12 :  Rôle de P13-K dans la synthèse protéique au niveau des 
fibroblastes cardiaques. Le pré-traitements des cellules avec l'inhibiteur 
pharmacologique spécifique de P13-K, le LY294002(10011), a inhibé 
l'incorporation de 3H-Leucine stimulé par isoprotérénol (ISO; 1 iiM) et 
angiotensine II (A11;1µM). 
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4.1 DISCUSSION 

La première partie de cette discussion portera sur la première partie de la 

section résultats et la deuxième partie de cette discussion portera sur la 

deuxième section résultats. 

4.1.1 Première partie 

Les fibroblastes cardiaques représentent environ les deux tiers de la 

population cellulaire au niveau du cceur. Dans certaines pathologies 

cardiovasculaires telles que l'hypertension, les fibroblastes cardiaques sont 

exposés à plusieurs facteurs dont ceux qui stimulent leur prolifération comme 

le système sympathique. Cette prolifération excessive des fibroblastes est 

accompagnés d'une synthèse accrue de protéines faisant partie de la matrice 

extracellulaire et de leur sécrétion dans le milieu interstitiel. Par conséquent, 

cette accumulation de protéines diminue la contractilité ventriculaire et 

contribue à long terme au développement de l'insuffisance cardiaque. Ceci dit, 

une meilleure compréhension des voies de signalisation couplés à la 

croissance des fibroblastes cardiaques, sera un excellent outil pour l'industrie 

pharmaceutique pour ainsi concevoir des agents thérapeutiques dirigés contre 

des événements critiques impliqués dans la croissance des fibroblastes 

cardiaques. 

Au niveau des fibroblastes cardiaques, la stimulation des récepteurs 02-

adrénergiques avec l'isoprotérénol(ISO) recrute deux voies de signalisations 

distinctes; une voie tyrosine kinase dépendante incluant ras, ERK et P13-K et 
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une voie couplée à la génération de l'AMPc via la protéine Gs. Le traitements 

des fibroblastes cardiaques avec des agents qui augmentent la concentration 

de l'AMPc, inhibe de façon significative l'incorporation de 3H-thymidine, ce qui 

supporte l'effet anti-prolifératif de l'AMPc observé dans d'autres types 

cellulaires. Cependant, malgré l'augmentation d'AMPc causé par le traitement 

avec ISO, on observe de façon simultanée une augmentation de la synthèse 

d'ADN via le recutement de ras et de P13-K. Ces résultats démontrent que 

malgré l'augmentation de la concentration d'AMPc, la voie ras-P13-K recrutée 

par ISO surpasse l'effet inhibiteur de l'AMPc sur la croissance des fibroblastes 

cardiaques. 

Les agents pharmacologiques augmentant la concentration d'AMPc 

intracelllulaire sont généralement connus comme étant des inhibiteurs de la 

prolifération cellulaire. De plus, des études récentes supportent leurs 

utilisation comme approche thérapeutique pour combattre différentes formes 

de croissance cellulaire tumorales(74-76). Dans l'étude présente, l'induction 

de la synthèse d'ADN par ISO était aussi associée à une augmentation de la 

concentration d'AMPc intracellulaire. De plus, le traitement avec différents 

agents qui augmentent la production d'AMPc ont tous inhibé la synthèse 

d'ADN médiée par ISO, ce qui supporte l'existence d'une voie AMPc 

dépendent qui inhibe la croissance des fibroblastes cardiaques. Toutefois, 

l'augmentation de l'AMPc intracellulaire observée suite au traitement avec ISO 

n'a aucun effet sur l'incorporation de 3H-thymidine. En parallèle à ces 
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expériences, le pré-traitement avec deux inhibiteurs des protéines tyrosine 

kinases soit le génistéine et tyrphostin A25 a inhibé la synthèse d'ADN induit 

par ISO, ce qui supporte l'implication des protéines tyrosine kinase dans la 

croissance cellulaire des fibroblastes cardiaques (87,88). En effet, plusieurs 

études ont démontré que les récepteurs (32-adrénergiques sont couplés à des 

protéines tyrosines kinases. Cependant, aucune corrélation physiologique ne 

fut attribuée à cette voie (77,90). Ainsi, les récepteurs (32-adrénergiques, du 

moins au niveau des fibroblastes cardiaques, sont couplées à deux voies de 

signalisation distinctes ayant des effets réciproques. Toutefois, la voie couplée 

aux protéines tyrosine kinase dépendent surpasse l'effet inhibiteur de l'AMPc 

sur la croissance. 

La génération de l'inositol 1,4,5-triphosphate (IP3) et du diacylglycérol (DAG) 

par la phospholipase C, représente deux évènememts proximaux couplés aux 

protéines Gi/Gq (91). L'augmentation du calcium intracellulaire et de 

Ca2+/DAG permettra ainsi de recruter différents isoformes de la famille PKC, 

couplés aux protéines tyrosines kinases (92-94). De plus, des études récentes 

ont démontrés que les événements liées aux protéines Gi/Gq représentent 

des voies alternatives couplées aux récepteurs (32-adrénergiques. Dans les 

cardiomyocytes, la voie couplée aux récepteurs (32-adrénergiques via Gi agit 

comme un mécanisme rétro-actif qui module la réponse contractile médiée par 

Gs et dans les cellules HEK 293, la voie (32-adrénergique couplée à Gi, permet 

le recrutement des protéines tyrosine kinase (83,90). Dans les érythrocytes de 

dinde, les agonistes f3-adrénergiques augmentent la concentration d'IP3  via 
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l'activation de la phospholoipase C f3 via la protéine Gil, un membre de la 

famille Gq (84), et dans les cellules épithéliales du tubule proximal du rat, elle 

augmente l'activité de la protéine kinase C(95). Dans l'étude présente, le pré-

traitement des fibroblastes cardiaques avec la toxine de Pertussis, n'a eu 

aucun effet sur la synthèse d'ADN médié par ISO. De plus, ISO n'a eu aucun 

effet sur la production d'IP3. Finalement, le traitement des fibroblastes avec le 

phorbol ester PDBU, a diminué l'incorporation de 3H-thymidine. Ces résultats 

en partie, sont en accord avec l'étude de Booz et collaborateurs qui on 

démontré que les isoformes de PKC sensible au phorbol ester ne contribuent 

pas à la synthèse d'ADN dans les fibroblastes cardiaques de rats 

néonataux(96). Ces résultats suggèrent que ni les événements reliés à Gi ou 

à Gq ne peuvent médiés le recrutement des événements relié à la voie des 

protéines tyrosine kinase impliqués dans la synthèse d'ADN induit par ISO. 

La modification post-transcriptionnelle à l'extrémité C-terminale de ras 

consiste en l'ajout d'un groupement farnesyl sur le résidu cystéine de motif 

CAAX par une enzyme connue sous le nom de farnesyltransferase. Cette 

modification est essentielle pour relocaliser ras à la membrane plasmique pour 

ainsi faciliter l'activation de ras (97). Ceci dit, l'utilisation de molécules inhibant 

l'activité de la farnesyltransférase, fut démontrée d'être une approche 

thérapeutique efficace contre la croissance tumorale de plusieurs types 

cellulaires à caractère tumoral ras-dépendent (97-100)- Récemment, deux 

études ont démontré que les récepteurs 13 -adrénergiques, peuvent recruter le 

proto-oncogène ras. Cependant, aucun rôle physiologique ne lui fut attribué 
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(90,91). Dans l'étude présente, le rôle de ras dans la synthèse d'ADN induit 

par ISO fut déterminé à l'aide d'un inhibiteur de la farnesyltransférase BMS-

191563. Dans les fibroblastes cardiaques non traités, les études 

d'immufluorescence dirigées contre ras nous démontrent un modèle de 

fluorescences intense principalement au niveau de la membrane plasmique et 

un modèle de fluorecence de faible intensité au niveau de la région 

cytoplasmique et nucléaire. Dans les fibroblastes cardiaques non traités avec 

le BMS-191563, le modèle de fluorescences observé au niveau de la 

membrane plasmique n'y est plus dans la plupart des cellules examinées et 

contrairement aux cellules non traitées, un signal fort est clairement détecté 

dans la région périnucléaire et nucléaire. 

De façon intéressante, une étude récente a démontré dans les cellules 

NIH 3T3, que l'enlèvement du motif CAAX situé à l'extrémité c-terminale du 

proto-oncogène p21k-ras(B)  , résulte en la redistribution de ras sans groupement 

farnesyl dans la région périnucléaire et nucléaire (100). Cette étude démontre 

des résultats qui sont consistant avec les résultats obtenus avec les études 

d'imnnunofluorescence contre ras obtenue dans les fibroblastes cardiaques 

traité avec le BMS-191563. En parallèle à ces expériences, le pré-traitement 

avec le BMS-191563 a diminué de façon significative l'incorporation de 3H-

thymidine dans les fibroblastes cardiaques. De plus, des études préliminaires 

ont démontré que le BMS-191563 inhibait l'activation de MAPK par 

ISO(Observations non publiées), ce qui nous démontre la spécificité de cette 

molécule à inhiber l'activation des événements relié à la voie de ras. 
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Globalement, ces résultats supportent des études antérieures où les 

récepteurs (32-adrénergiques peuvent recruter le proto-oncogène ras. De plus 

ce sont les premières études qui démontrent un rôle physiologique relié à la 

synthèse d'ADN médié par les récepteurs (32-adrénergiques et stimulé par ISO 

dans les fibroblastes cardiaques. 

Le traitement des fibroblastes cardiaques avec ISO a augmenté 

l'activité de MAPK et de P13-K et ces deux événements reliés à la voie 

tyrosine kinase dépendent, ont été démontrés d'être impliqués dans la 

croissance cellulaire (92). Cependant, malgré leur activation simultanée, 

plusieurs études ont démontré que P13-K au lieu de MAPK, était essentiel aux 

événements reliés à la croissance(101-103). Dans l'étude présente, malgré 

l'augmentation de l'activité de MAPK, le pré-traitement avec un inhibiteur de 

MEK1/2 PD098059 n'a pas supprimé la synthèse d'ADN médié par ISO. En 

accord avec ces résultats, Booz et collaborateurs ont démontré que 

l'activation de MAPK était insuffisante pour induire la prolifération des 

fibroblastes cardiaques en réponse à l'angiotensine II et le PDGF (96). 

Cependant, le pré-traitement avec un inhibiteur spécifique de P13-K, le 

LY294002 (79), a inhibé de façon significative l'activité de P13-K ainsi que la 

synthèse d'ADN induit par ISO. De plus, une cible de P13-K est l'enzyme 

p70/8-S6K qui régule la synthèse protéique via la phosphorylation de la sous-

unité ribosomale 40S6( 40S ribosomal protein S6)(80,92). En accord avec ce 

concept, le pré-traitement des fibroblastes cardiaques avec rapamycine un 

immunosuppressant connu pour ses effets inhibiteurs sur l'activité de 
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p70/85saK (8u) inhibe aussi la synthèse d'ADN induit par ISO. Collectivement, 

ce sont les premiers résultats qui démontrent le recrutement de P13-K par les 

récepteurs 132-adrénergiques et donnent un rôle fonctionnel à la voie tyrosine 

kinase dépendante relié à la synthèse d'ADN induit par ISO dans la croisance 

des fibroblastes cardiaques. 

Dans cette étude, il existe un paradoxe évident où l'ISO stimule MAPK 

et P13-K malgré l'augmentation simultanée de l'AMPc. Il a été démontré que la 

voie AMPc-dépendant inhibe le recrutement de MAPK et de P13-K par 

l'intermédiaire de ras(103-106). Par contre, le mécanisme d'action de cet effet 

reste indéterminée. Cependant, il est bien connue que l'AMPc agit à travers la 

protéine kinase A pour inhiber l'activation de MAPK médiée par ras en ciblant 

un événement relié à la voie MAPK connue sous Raf(MAPKKK)(104,105). Par 

contre, dans certains types cellulaires, une variété de stimuli peuvent recruter 

MAPK malgré l'inhibition simultanée qu'exerce l'AMPc sur Raf, supportant 

ainsi l'existence d'une voie insensible à la voie AMPc-Raf(107,108) Ceci dit, 

les résultats présentés dans cette étude sont en accord avec le concept 

suivant où le recrutement de MAPK et de P13-K par ISO ce fait via une voie 

encore non identifiée liée aux événements tyrosine kinase dépendantes, 

insensibles à l'effet inhibiteur de l'AMPc. 

Le phosphatidylinositol 3-kinase est une enzyme hétérodimérique 

constituée d'une sous-unité régulatrice p85 et d'une sous-unité catalytique 

p110. Il a été démontré que l'activation de P13-K peut se faire via le 

recrutement de ras (92,109,110). De plus, une étude récente a démontré une 
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liaison directe entre ras et la sous unité catalytique p1 10a, malgré une faible 

activité de P13-K observé(32). De façon intéressante, bien que le rôle essentiel 

de P13-K et de ras dans la croissance cellulaire des cellules vasculaires du 

muscle lisse médié par les récepteurs a-adrénergiques, P13-K fut localisé en 

amont de ras, facilitant ainsi la formation de ras-GTP(111). De plus, une 

nouvelle voie de signalisation alternative fut récemment identifiée qui 

démontre que l'activation de P13-K se fait via une voie ras-dépendente(112). 

Cette voie consiste en l'activation d'une nouvelle sous-unité p110 dénoté 

pl10y qui ne requiert pas la liaison de la sous-unité p85 et qui est directement 

recrutée par les sous-unités G13y relâché suite à l'activation du récepteur(112). 

Collectivement, ces résultats démontrent que les voies ras-dépendant et ras-

indépendent peuvent tout deux activer plusieurs isoformes de P13-K. Dans 

l'étude présente, la mesure de l'activité de P13-K fut possible grâce à 

l'utilisation d'anticorps polyclonaux dirigés contre les sous-unités régulatrices 

p85a et p8513 qui tous deux peuvent former un complexe hétérodimérique 

avec la sous-unité catalytique p110a et/ou p110[3(112). Ceci dit, l'activation de 

p85-pl10/P13-K par ISO est un résultat qui est consistant avec d'autres études 

qui supportent que ces isoformes sont des événements de la voie ras 

dépendante. Cependant, est-ce que l'activation de P13-K est un événement 

qui est proximal ou distal à ras dans la stimulation de la synthèse d'ADN reste 

à être déterminé. Finalement, ni Gs ou Gi/Gq semble médié la synthèse 

d'ADN ou recruter la voie ras-dépendente, induit par ISO. Récemment, les 

sous-unités GI3y ont été démontrées d'être un événement proximal au 
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recrutement de ras par les récepteurs p-adrénergiques(77,90). Ceci dit, 

leur rôle dans le recrutement de ras par ISO dans les fibroblastes cardiaques 

mérite d'être sous investigation. 

En utilisant une approche pharmacologique, l'étude présente démontre 

l'implication d'une voie ras-dépendante, comme un événement proximal qui est 

essentiel à la synthèse d'ADN médié par ISO. De plus, le recrutement de P13-K 

représente un nouvel élément de signalisation couplé au récepteur (32-

adrénergique et c'est la première molécule effectrice de la voie tyrosine kinase 

dépendante qui médie la croissance des fibroblastes cardiaques de rats 

néonataux induit par ISO. Ces résultats sont les premiers à démontrer la 

corrélation physiologique du recrutement de la voie tyrosine kinase dépendante 

par les récepteurs 132-adrénergiques. Bref, ces observations nous donnent un 

paradigme unique pour élucider les mécanismes par lesquels la voie tyrosine 

kinase dépendant couplés à la croissance, surpasse l'effet inhibiteur de l'AMPc. 
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4.1.2 Deuxième partie 

Dans cette étude, nous avons démontré que le traitement avec ISO avait 

augmenté la synthèse d'ADN via le recrutement d'une voie ras-PI3-K-

dépendante. Intéressement, dans la deuxième partie des résultats, le traitement 

avec ISO a aussi augmenté la synthèse protéique via une voie identique , c'est-

à-dire via une voie ras-P13-K-dépendente. En parallèle à ces expériences, le 

traitement avec l'Ang II a causé une augmentation de la synthèse protéique de 

façon similaire à ISO. De plus, comme ISO, Ang II a recruté ras, ERK et P13-K. 

Cependant, contrairement à ISO, le pré-traitement avec le tyrphostine A25 et le 

génistéine, deux inhibiteurs des protéines tyrosine kinases, a eu aucun effet sur 

la synthèse protéique stimulée par Ang II. Ces résultats constituent la première 

différence entre la synthèse protéique médiée par ISO et Ang II. Dans la 

littérature, il est bien connu que l'activation de ERK se fait via le recrutement de 

ras (38,43,60). Effectivement, nos résultats démontrent que le pré-traitement 

avec l'inhibiteur de la farnesyltransférase, le BMS-191563, a inhibé l'activation de 

ERK par Ang II mais contrairement à ISO elle n'a pas affecté la synthèse 

protéique induite par Ang II, suggérent ainsi que la synthèse protéique stimulé 

par Ang II se fait via une voie ras et ERK indépendant. Ces résultats sont en 

accord avec d'autres études antérieures qui démontrent que le recrutement de 

ras et ERK ne sont pas essentiels à la croissance cellulaire (38,43,96). En 

dernier lieu, nous avons examiné le rôle de P13-K dans la synthèse protéique 

stimulé par Ang II en pré-traitant les fibroblastes cardiaques avec le LY294002 et 

le Wortmannin, deux inhibiteur de P13-K (33,89). Premièrement, le traitement 
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avec Ang II a augmenté la phosphorylation du phospaditylinositol en position 3' 

du cycle inositol. Le pré-traitement avec le LY294002 et/ou le Wortmannin a 

inhibé l'activation de P13-K et a diminué de façon significative la synthèse 

protéique induit par Ang II. Ces résultats sont en accord avec une étude récente 

où le traitement avec Ang II a recruter P13-K et son inhibition avec le LY294002 a 

inhibé la croissance cellulaire (33). 

P13-K est recruter par le traitement avec ISO et Ang II. Dans ces deux 

voies qui stimule la synthèse protéique de façon quasi-identique, le recrutement 

de P13-K est un événement essentiel. Cependant, ISO stimule la synthèse 

protéique via une voie ras-P13-K-dépendente et Ang II via une voie P13-K 

dépendente et ras-indépendant. Malgré le recrutement de P13-K par ISO et Ang 

II, il peut s'agir de différentes classes de P13-K recruter. Pourquoi? Premièrment, 

la technique utilisé nous permet d'immunoprécipiter P13-K de classe 1A . 

Deuxièment, ISO et Ang II stimule l'activité de cette classe. Cependant, ISO 

stimule P13-K via une voie ras dépendente, ce qui est consistent avec le P13-K 

de classe 1A, qui contient un domaine de liaison à ras, mais on ne sait pas si ras 

est couplé directement à P13-K. Pour ce qui est du recrutement de P13-K par Ang 

II, on pense que l'isorforme impliqué dans la synthèse protéique est différente 

car le recrutement de ras n'est pas essentiel à la synthèse protéique, et il 

pourrait s'agir de P13-K de la classe IB qui peuvent être activé par les sous-

unités Gf3y. De plus, nous avons d'autres résultats préliminaire qui appuit notre 

hypothèse. Ces résultats démontrent que le pré-traitement avec le wortmannin 

inhibe la synthèse protéique médié par Ang 11 mais n'a aucune effet sur la 
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synthèse protéique induit par ISO. Ce qui pourrait suggérer que le wortmannin 

aurait plus d'affinité pour différente classe de P13-K et supportent l'hypothèse où 

la synthèse protéique stimulé par ISO et/ou Ang II pourrait impliqué différentes 

classes de P13-K. Bref, ces résultats sont les premiers à démontrés l'importance 

de P13-K dans la synthèse protéique stimulé par ISO et Ang II et qui 

possiblement implique le recrutement de différentes classes de P13-K. 

Globalement, cette étude est la première à démontré que la synthèse 

protéique stimulé par ISO et Ang II,est un événement P13-K-dépendent. De plus, 

on observe qu'il y a des différences entre ces deux voies, que ISO stimule la 

synthèse protéique via une voie ras-P13-K-dépendente et Ang 11 via une voie PI3-

K dépendente. Malgré cette différence, le recrutement de P13-K est essentiel à la 

synthèse protéique et que l'inhibition de P I3-K pourrait représenter une approche 

thérapeutique intéressante pour diminuer le développement de la fibrose 

cardiaque observé dans plusieurs maladies cardiovasculaires. 
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4.2 Conclusion 

Finalement, cette thèse a démontré pour la première fois, que la 

stimulation des récepteurs f32  -adrénergiques avec l'Isoprotérénol dans les 

fibroblastes cardiaques de rats nouveau-nés, permet d'activé au moins deux 

voies de signalisation, une voie AMPc-dépendante qui exerce une action 

inhibitrice sur la croissance cellulaire et une voie ras et P13-K -dépendante qui 

est essentiel à la synthèse d'ADN stimulé par ISO et qui surpasse la voie 

inhibitrice de l'AMPc. 

Dans la deuxième partie de cette thèse, il a été possible de comparer 

deux voies de signalisation qui stimule la synthèse protéique de façon similaire. 

La voie stimulé par l'Ang 11 est couplé au recrutement de ras, ERK et de P13-K. 

Cependant, les études à l'aide d'inhibiteurs pharmacologiques, ont démontrés 

que la synthèse protéique est médié par une voie P13-K-dépendante et ras-

indépendante. De façon intéressante, la stimulation avec ISO a aussi recruté ras, 

ERK et P13-K, mais le recrutement d'une voie ras et P13-K-dépendante était 

essentiel à la synthèse protéique médié par ISO. 

En conclusion, ces résultats peuvent être très importante au niveau 

thérapeutique. Le recrutement de P13-K par différente voies de signalisations 

couplées à la croissance des fibroblastes cardiaques, semble crucial et dans ce 

sens l'inhibition de cette voie pourrait ultimement diminué le dépôt de protéines 

dans la matrice extracellulaire du myocarde, diminué le phénomène de fibrose et 

peut-être empêcher le développement de l'insuffisance cardiaque. 
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