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SOMMAIRE

Les voies « mitogen-activated protein kinases » (MAPK) sont d'importantes
voies de transmission des signaux de la surface de la cellule au noyau. Elles ont
été impliquées dans différents processus cellulaires incluant la prolifération, la
différenciation et I'apoptose. Chez les mammiferes les MAPK sont subdivisées
en trois sous familles : «extracellular signal-regulated kinase» (ERK), «c-jun N-
terminal kinase/Stress-activated protein kinase» (JNK/SAPK) et p38. ERK sont
activées par des mitogénes, tandis que JNK et p38 sont essentiellement
activées par une variété de facteurs de stress cellulaire. Les mécanismes
moléculaires qui régulent [I'hypertrophie cardiaque demeurent incertains,
cependant limplication des voies MAPK dans la prolifération de certaines
lignées cellulaires permet d’envisager leur importance dans la réponse
hypertrophique des cellules du tissu cardiaque. Le but de ce travail est d’étudier
la régulation des voies MAPK dans les myocytes cardiaques et d’examiner leur
implication dans la réponse hypertrophique. Sur un modéle de culture primaire
des myocytes cardiaques isolés des ventricules des rats nouveau-nés, nous
avons montré que les agonistes des récepteurs couplés aux protéines G
(GPCR) norepinéphrine (NE) et endothéline-1 (ET-1) ainsi que les promoteurs
de tumeurs de la clésse des esters de phorbol, phorbol 12,13-dibutyrate (PdBu),
stimulent l'activité des voies ERK, JNK et p38 MAPK. Les effets comparés des
trois agonistes montrent une puissante activation par PdBu. L'utilisation de PD
98059, un inhibiteur synthétique de MEK («MAP kinase/ERK kinase»), n’affecte
pas la synthése protéique stimulée par NE et ET-1. Un inhibiteur de la voie p38

o/f MAPK SB-203580 inhibe lactivitt de p38 MAPK stimulée dans les
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myocytes cardiaques par NE, mais n’a eu aucun effet sur la synthése protéique

induite par NE, ET-1 et PdBu.

Dans plusieurs lignées cellulaires incluant les fibroblastes cardiaques et les
myocytes cardiaques, I'oxyde nitrique (NO) inhibe la prolifération cellulaire. Les
effets du NO s’exercent dans les cellules via la stimulation de la guanylate
cyclase soluble et la production du second messager intracellulaire guanosine

monophosphate 3’-5’ cyclique (GMPc).

Le second objectif de ce mémoire est d’'examiner les effets du NO sur la
régulation de P'activité de ERK. L’activité des MAPK est régulée & la baisse dans
les cellules par déphosphorylation des résidus thréonine et tyrosine par des
protéines phosphatases doublement spécifiques dénommées MAPK
phosphatases (MKP). Le traitement des fibroblastes cardiaques par un donneur
de NO S-nitro-N-acetyl-D, L-penicillamine (SNAP) a stimulé I'expression de
MKP-1. Ces résultats suggérent que I'augmentation de la production de GMPc
dans la cellule par le NO pourrait moduler indirectement I'activité de la voie

MAPK ERK.
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CHAPITRE 1 INTRODUCTION



1.1 Les voies de signalisations MAPK

Les voies de signalisation permettent aux cellules de percevoir les changements
du milieu extracellulaire, et d'y répondre de fagon appropriée. Les cascades de
MAPK sont un des systemes de signalisation les plus étudiés du fait de leur
participation dans divers processus cellulaires incluant la différenciation
cellulaire, la division cellulaire et I'apoptose. Les MAPK sont une famille de
kinases a sérine/thréonine activées par divers stimuli, comprenant les facteurs
de croissance, les neurotransmetteurs, les hormones, les cytokines, 'osmolarité,
les irradiations et d’autres facteurs de stress (1). Elles sont exprimées dans
toutes les cellules eukaryotes, et leur organisation sous forme d’un module de
trois kinases est conservée au cours de I'évolution de la levure a '’humain. Elles
jouent un réle clé dans la régulation de I'expression génique et dans les activités
cytoplasmiques. Le module MAPK consiste en une «MAPK kinase kinase»
(MKKK), une «MAPK kinase» (MKK) et une MAPK. La transmission des signaux
est obtenue par une phosphorylation séquentielle, et par lactivation des
éléments spécifiques de chaque cascade. Chez les mammiféres, 12 génes
MAPK, 7 genes MKK et 14 MKKK ont été identifies (1). La famille MAPK (fig 1-1)
est constituée de la cascade ERK (1, 2, 3, 4 et 5) qui sont impliquées
essentiellement dans les processus anaboliques (différenciation cellulaire,
croissance cellulaire et division), JNK/SAPK (1, 2 et 3) et de p38 MAPK a, B3, & et
y activées principalement dans les réponses au stress incluant I'inflammation et

I'apoptose (1).



Stimuli Extracellulaires
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Mitogénes Stress cellulaire
Voie ERK Voie JNK/SAPK Voie p38 MAPK

MAPKAPK-2
MAPKAPK-3
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Figure 1.1 Les cascades MAPK



1.1.1 Voies de signalisation de MAPK ERK

1.1.1.1 MAPK ERK

Les MAPK ERK ont été identifiées au début des années 80 par Cooper et ses
collegues qui ont montré que la stimulation par des facteurs de croissance
«Platelet-derived growth factor» (PDGF) et «epidermal growth factor» (EGF) de
divers types cellulaires induit la phosphorylation sur un résidu tyrosine d’une
protéine de 42 KDa (2,3). Durant la méme période, Ray et Sturgill ont montré
qu’une protéine de 42 KDa, isolée aprés stimulation par l'insuline de cellules
3T3-L1, était phosphorylée sur des résidus thréonine et tyrosine (4). Peu de
temps aprés, il fut convenu qu’il s’agissait dune méme protéine «mitogen-
activated serine/ threonine protein kinase » (5) dont I'activation nécessite une
double phosphorylation sur des résidus thréonine et tyrosine. En 1990, Boulton
et ses collégues ont isolé 'ADN complémentaire (ADNc) codant pour MAPK p42
et I'ont rebaptisé ERK 1 & cause des nombreux signaux extracellulaires qui
stimulent I'activité de cette protéine kinase (6). L'isolation et la purification de
ERK 2 et ERK 3 ont été réalisées peu de temps aprés par la méme équipe (7).
Deux autres membres de la famille ERK ont été identifiés ERK4 appelée
«Immunocross reactive protein» (8), et ERK5 dénommée «Big Molecular weight
Kinase» (9). Les kinases ERK1 et ERK2 respectivement de 44 et 42 KDa ont
été les plus intensivement étudiés. La cascade ERK consiste en une séquence
linéaire de trois kinases a savoir la sous famille Raf des MKKK, «MAP
kinase/ERK kinase 1/2» (MEK) sous famille des MKK et de ERK sous famille
des MAPK (fig 1-1). Les signaux transmis convergent au niveau de Raf et

linformation est transmise par l'intermédiaire de I'amplification de la cascade



ERK par phosphorylation et activation de MEK et de ERK. Une fois activées,
ERK1/2 vont phosphoryler un certain nombre de protéines régulatrices situées
dans le cytoplasme et dans le noyau. Parmi les substrats des ERK1/2 on
reconnait des protéines cytoplasmiques, incluant la protéine S6 kinase
ribosomale (pQOrSk), la phospholipase A, cytoplasmique (cPLA,), la région
juxtamembranaire du récepteur EGF et plusieurs protéines associées au
microtubule (MAP), MAP-1, MAP-2, MAP-3 et MAP-4 (10,11,12). La
phosphorylation de pQO'Sk sur thréonine-79 et thréonine-396 contribue a
activation de la kinase (13). L’activation de la p90rsk a pour conséquence sa
translocation au noyau ou elle va phosphoryler un facteur transcriptionnel c-Fos
(11). La phosphorylation de la cPLA; par ERK1/2 sur sérine-505 (14) va activer
cet enzyme qui va catalyser la libération de acide arachidonique, un second
messager qui affecte plusieurs processus cellulaires. ERK1/2 peuvent
également phosphoryler le récepteur EGF, Raf 1 et MEK 1. Toutes ces
protéines sont impliquées dans la voie de signalisation ERK1/2. Leur
phosphorylation par ERK1/2, peut représenter un mécanisme de rétrocontrble
pour réguler lactivité des kinases en amont de la voie MAPK ERK1/2. Des
etudes d'immunofluorescences ont démontré que ERK1/2 sont cytoplasmiques
dans les cellules quiescentes et sont relocalisées dans le noyau lorsqu’elles sont
stimulées par du sérum (15). Cette translocation nucléaire permet a ERK1/2 de
phosphoryler des facteurs transcriptionnels incluant Elk1, c-Myc, c-Fos, c-Jun,
TAL-1 et ATF-2, indiquant que les voies ERK 1/2 jouent un rdle important dans

l'activité nucléaire transcriptionnelle.



1.1.1.2 MAP Kinase kinases (MKK)

L'identification de MEK 1 et 2 a été réalisée a I'origine par Ahn et Krebs (16,17).
Elles ont été purifiées par la méme équipe et par d’autres chercheurs (18). Les
deux isoformes qui activent ERK 1 et ERK 2 ont été clonées et exprimées
(18,19,20,21). MEK 1 et MEK 2 sont les MKK dans le module MAP kinase ERK
1/2, ce sont des enzymes de 44 KDa, qui présentent 80 % d’identité de
séquence. Leur activation nécessite une double phosphorylation sur des résidus
sérines (22,23). Une fois activées MEK1/2 vont phosphoryler une séquence
Thréonine-Glucine-Tyrosine (Thr-Glu-Tyr) dans la boucle d'activation du
domaine catalytique de ERK1/2 (12). Il semblerait que MEK 1 dans sa forme
inactive retienne ERK1/2 dans le cytoplasme. L’activation du module ERK1/2
résulte en la phosphorylation de MEK 1 et I'activation de ERK1/2 permettant
ainsi leur dissociation de MEK 1 (1). Une fois activées, ERK1/2 vont aller au
noyau ou elles seront fonctionnellement séquestrées et pourront ainsi réguler
Pactivité de protéines nucléaires dont les facteurs transcriptionnels. Aprés
inactivation par des phosphatases, ERK1/2 quittent le noyau et retournent au
cytoplasme ou elles se réassocient avec MEK 1 (24). «In vitro», MEK 1 et MEK 2
sont activées par au moins trois membres de la famille Raf incluant A-Raf, B-Raf
et Raf-1 (C-Raf). L’activation de MEK 1 par Raf-1et A-Raf a été démontrée dans
des cardiomyocytes traités par des esters de phorbol ou par ET-1 (25).
L'activation de MEK 1 par B- Raf a été observée dans des cellules PC-12
stimulées par des facteurs de croissances tels que « Nerve-growth factor »
(NGF), EGF et PDGF (26). A-Raf active MEK 1 en réponse a des traitements
de cellules Hela par EGF (27). MEK 1 et MEK 2 semblent étre activées

differemment par A-Raf, B-Raf et Raf-1, dans différents types de cellules et en



réponse a divers stimuli extracellulaires. Un inhibiteur de I'activation de MEK a
été commercialisé. Le PD 98095 développé par Alan Salteil et ses collégues de
Parke-Davis se lie & la forme inactive de MEK 1 empéchant son activation par
Raf et les autres activateurs en amont (28). L'utilisation de PD 98095 a permis
de connaitre les implications de la cascade ERK 1/2 dans différents processus

biologiques.

1.1.1.3 «MAP kinase kinase kinases» (MKKK)

Raf L’activation des MEK est catalysée par des MKKK. Les membres de la
famille Raf ont été reconnus pour leur réle dans l'activation de ERK1/2. Raf est
une famille de protéine kinases a Ser/Thr identifiée comme I'homologue
cellulaire normal d’un oncogene viral (v-Raf). Trois isoformes ont été identifiées
chez les mammiféres, Raf-1 protéine de 74 KDa connue également comme C-
Raf, A-Raf et B-Raf, sont des protéines respectivement de 69 et 95 KDa (29).
Chez les mammiféres toutes les isoformes de Raf présentent beaucoup
d’homologie (29). Elles possédent un domaine régulateur N-terminal et un
domaine catalytique C-terminal. La suppression ou la mutation du domaine N-
terminal peut rendre Raf oncogénique (30). Raf-1 activée phosphoryle MEK 1 et
MEK 2. L’activation de Raf-1 implique son interaction avec la forme active d’une
petite protéine de liaison GTP Ras (Ras-GTP) qui est localisée a la surface
interne de la membrane plasmique. A I'état basal Ras existe sous la forme
inactive Ras-GDP (fig 1-4). L’échange du GDP en GTP permet son activation, et
ce processus est stimulé par des facteurs d’échange «guanine nucléotide»
(GEFs) tel que «Son of sevenless» (Sos). Raf-1 est cytosolique dans les cellules

quiescentes.
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Ras-GTP va permettre la translocation de Raf-1 a la membrane ou elle devient
active (31, 27). Une fois a la membrane Raf-1 va subir une double
phosphorylation sur le tyrosine (Tyr 340 et Tyr 341) par la famille «Src proteine
tyrosine kinases» liées a la membrane (27). Cependant la phosphorylation
tyrosine, n'est pas entierement responsable de son activation, puisque la
mutation des tyrosines réduit 'activité kinase de Raf-1 mais ne I'élimine pas (27).
En plus B-Raf ne posséde pas de tyrosines en position 340 et 341, mais peut
étre activée par Ras (27). Raf-1 est également phosphorylée sur des résidus
serine 43, 259, 499, et 621 et sur un résidu thréonine 268 (27). Howe et ses
collegues ont montré l'activation de Raf-1 et de ERK1/2 dans des cellules en
culture traitées par des esters de phorbol. Ces auteurs suggerent que la PKC se
situe en aval de Ras et en amont de Raf-1 dans la voie de signalisation de
ERK1/2 (32). D’autres protéines régulent I'activité de Raf-1 incluant les protéines
14-3-3. Les protéines 14-3-3 sont impliquées dans plusieurs processus
biologiques dont le contrble du cycle cellulaire (33,34). L’association de 14-3-3
avec Raf-1 permet de prolonger son activité en empéchant sa déphosphorylation
par des phosphatases (27). Raf-1 peut étre également phosphorylée par ERK 1
et ERK 2 qui inhibent l'activitt¢ de Raf-1 par un mécanisme de rétrocontrble
négatif (27,35). Les deux isoformes de Raf, A-Raf et B-Raf possédent un profil
d’expression beaucoup plus restreint (36). B-Raf est constituée de deux sous-
unités de 96 et 68 KDa. B-Raf de 96 KDa est exprimée dans les cellules
neuronales et neuroendocrines, elle apparait comme étant 'activateur majeur de
MEK dans le cerveau (37). B-Raf de 68 KDa est exprimée dans les fibroblastes

et dans d’'autres types cellulaires.
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1.1.1.4 Activation de la voie MAPK EK 1/2 par des récepteurs

Différents types de récepteurs peuvent activer la cascade ERK1/2 incluant des

récepteurs protéine tyrosine kinases et des récepteurs couplés aux protéines G.

Récepteurs des protéines tyrosine kinases (TKR).

L’activation de la voie ERK1/2 par des facteurs de croissance tels que EGF,
«insulin growth factor» (IGF) et «fibroblast growth factor» (FGF) a été largement
étudiée (38). Les récepteurs des facteurs de croissance sont des protéines a un
seul domaine transmembranaire possédant une activité intrinseéque «tyrosine
kinase». La liaison du ligand au domaine extracellulaire du récepteur «tyrosine
kinase», conduit a la dimérisation du récepteur et a son autophosphorylation sur
des résidus tyrosines. Les résidus phosphotyrosines du domaine intracellulaire
vont servir comme site de liaison de haute affinit¢é pour le domaine «Src
homology 2» (SH2) contenu dans les protéines adaptatrices tel que «growth
factor receptor-bound protein 2» (Grb2). Grb2 va en retour recruter Sos dans le
complexe de signalisation via un domaine SH3 qui permet linteraction. Sos
catalyse I'échange du GDP en GTP sur p21ras, ce qui conduit a I'activation de la

voie de signalisation Ras-Raf-MEK-ERK (39) .
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Récepteurs couplés aux protéines G (GPCR)

La grande famille des GPCR inclue les récepteurs d’hormones, de
neurotransmetteurs, de substances paracrines et des médiateurs de
linflammation. Leur principale fonction est de transmettre I'information du milieu
extracellulaire vers la cellule, et ceci est permis par leur interaction avec les
protéines G hétérotrimériques. Ces récepteurs sont constitués d’une seule
chaine de polypeptides a sept domaines transmembranaires et ils jouent un role
essentiel dans la signalisation cellulaire (fig 1-2). Chaque protéine G est
constituée de trois sous-unités, o, B ety. Sous sa forme inactive la protéine G est
liee au GDP par la sous-unité a. La liaison d'un agoniste au récepteur a la
surface de la cellule induit un changement conformationnel dans le récepteur et
la protéine G associée. L’activation du récepteur permet la libération du GDP et
la liaison du GTP, ainsi que la dissociation de la sous unité o. Ga-GTP et
GBy peuvent alors interagir avec leur effecteur et propager le signal. Quatre

G, G, et G Cette

sous-familles de protéines G ont été identifices G 1213

a1
identification est basée sur la classification des sous unités o (40). L’activation
par les récepteurs couplés aux protéines G est stimulée par différents agonistes
incluant les catécholamines, ET-1, angiotensine 1II (All), [acide
lysophosphatidique, le carbachol et la thrombine. La surexpression de mutants
actifs Gy, Guo 0u Goq déficient en GTPase dans différentes lignées cellulaires a
permis de montrer l'activation de MKK/ERK (41,42). Certains auteurs ont
suggéré que la sous-unité By de la protéine G active Ras, Raf, MEK et ERK,
activation de Ras s’effectuant par l'intermédiaire de l'interaction de Shc-Grb2-

Sos (43,44).
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1.1.1.5 Réles biologiques des voies MAPK ERK1/2

Les voies ERK1/2 sont impliquées dans la prolifération et dans la différenciation
cellulaire. ERK1/2 sont activées par des mitogenes dans toutes les cellules (45
,46), mais peuvent aussi étre activées par des signaux non mitogéniques. Elies
sont impliquées dans la prolifération de cellules stimulées par des facteurs de
croissance (FGF, PDGF, EGF) interagissant avec des TKR et des agonistes des
GPCR. Les principales évidences du role des voies ERK1/2 dans la prolifération
sont d’'une part la relation étroite qui existe entre la synthese d’ADN et
l'activation de ces voies (47) et d’autre part, I'inhibition de I'activité cellulaire de
ERK1/2 bloquant la progression dans le cycle cellulaire (48). La stimulation de la
synthése d’ADN par des mutants MEK 1 constitutivement actifs (49,50) et son
inhibition par interférence avec un mutant négatif de MEK 1 (49,50) ou par un
inhibiteur pharmacologique de MEK (28) sont des éléments en faveur du role de
ERK1/2 dans la croissance. La voie de signalisation ERK1/2 contribue a la
régulation du cycle cellulaire, leur activation a été démontrée dans les phases G,
et M du cycle (51). L’activation de ERK fournit une protection contre I'apoptose
dans différentes lignées cellulaires (52,53). L’activation de la voie ERK1/2 dans
les myocytes cardiaques en culture stimulés par des agonistes hypertrophiques
tels que ET-1 et FGF, a conduit une équipe de chercheurs a suggérer sa

participation dans I'hypertrophie cardiaque (54,55).
1.1.2 Voie des MAPK JNK/SAPK

JNK/SAPK est une protéine de 54 KDa, qui a été identifiée par son activité

protéine kinase. C’est une protéine qui présente 40 a 45% d’homologie avec
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ERK1/2 (566). Comme pour ERK, SAPK nécessite une double phosphorylation
sur des résidus thréonine et tyrosine. Une fois activée SAPK va phosphoryler c-
Jun sur le site d'activation NH, terminal, contrairement aux ERK1/2 qui
phosphorylent le site inhibiteur COOH terminal. Le clonage moléculaire a révélé
existence de trois membres, JNK 1, JNK 2 respectivement de 54 et 46 KDa, et
JNK 3 correspondant & SAPK a,B et y (57,58). JNK sont spécifiqguement
phosphorylés par MKK/MEK 4 et 7 (59, 60). Ces kinases sont activées en amont
par des MKKK 1, 2, 3 et 4 (61,62,63). L’ensemble constitue le module MAPK
JNK. Dans la plupart des cellules la stimulation de Rac, petite protéine G de la
famille Rho probablement activée par Ras, conduit a I'activation de MEKK1, qui
active a son tour MKK 4, aboutissant a I'activation de JNK (fig 1-1) (26,58). Les
stimuli mitogéniques qui agissent par des récepteurs tyrosine kinases et Ras
sont considérés comme étant de faibles agonistes de la voie JNK (57). Les
substrats de JNK sont exclusivement des facteurs transcriptionnels incluant c-jun
(58), ATF-2 et ELK-1. La phosphorylation de ces facteurs transcriptionnels
permet la formation de complexes homo et hetérodimeériques (exemple : c-jun
interagit avec c-fos pour former le complexe AP-1) (12). Ces complexes régulent

I'expression génique, cible de I'activation de la voie de signalisation JNK.
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1.1.3 Voie p38 MAPK

p38 MAPK a été isolée dans les cellules macrophages stimulées par des
endotoxines bactériennes (lipopolysaccharides ou LPS) (64,65). Quatre
membres de la famille p38 MAPK ont été clonés et caractérisés. Il s’agit de
p38a. (64,66), p38B./B, (67,68), p38y (69,70) et p3856 (67,71). Les p38 MAPK ont
été identifiées comme étant la cible spécifique des dérivés piridinyle imidazole
qui inhibent la production de cytokines proinflammatoires par les monocytes
(66). Tous les membres de p38 MAPK sont activés par le stress cellulaire (choc
hyperosmotique, UV, choc thermique, LPS), par les cytokines (IL-1B, TNF-a), et
par GPCR (12). L’activation de p38 par le stress ou par des récepteurs a la
surface cellulaire, nécessite une phosphorylation séquentielle de protéines
kinases du module MAP kinase (MKKK/MKK/MAPK) (fig 1-1). Comme pour les
autres MAPK, les p38 sont activées par une double phosphorylation dans la
boucle d’activation thréonine-glycine-tyrosine (Thr-Gly-Tyr) (72). Parmi les
substrats de p38 MAPK on reconnait des protéines kinases, MAP kinase-
activated protein kinase 2 (MAPKAPK-2) et MAPKAPK-3 (73,74). MAPKAPK-2
et MAPKAPK-3 sont activées et phosphorylées in vitro par p38 et cette activation
est inhibée par SB-203580 (75). SB-203580 est un composé piridinyle imidazole
(développé par Lee et collegues de SmithKline Beechman), qui inhibe de
maniere specifique p38 o/p MAPK. MAPKAPK-2 et MAPKAPK-3 vont catalyser
la phosphorylation de petites protéines de choc thermique tel que hsp 27/25
(76). Dans les cellules quiescentes hsp27/25 est présente sous la forme d’un
agrégat protéique de haut poids moléculaire (77) sa phosphorylation va

provoquer la désagrégation de la grosse molécule et son activation. L’activation
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protection du cytosquelette (78,79). Un certain nombre de facteurs
transcriptionnels sont des substrats potentiels de p38 MAPK incluant Elk-1 et
ATF2 (72,80). La régulation de [lactivitt de p38 MAPK est obtenue par
I'activation de petites protéines G de la famille Rho. Comme pour la voie JNK, la
coexpression des formes constitutivement actives de Cdc42 et de Rac avec p38
active la voie p38 MAPK (81). Cette activation est indirecte, Cdc42 et Rac
activent des protéines sérine et thréonine kinases dénommées p21-activated
kinase (PAK) qui vont activer p38 MAPK (82). L'expression de PAK
constitutivement active, stimule I'activité de p38 MAPK (83). Comme pour MAPK
ERK1/2 et JNK, la voie p38 MAPK est activée par GPCR (fig 1-3). L’activation de
p38 a également été observée par la stimulation de récepteurs muscariniques
m1 (couple & G¢/,,) et m2 (couplé & G) et par des récepteurs B-adrénergiques
(couplés a G) dans des cellules HEK 293 (84). Les protéines kinases en amont
de p38 MAPK responsables de son activation directe sont MKK 3 et MKK 6 (85
,12). Ces protéines kinases sont activées par des MKKKs, tak1 et ask1 ou MKK

5 (86,87).
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1.1.4 Conséquences biologiques de lactivation des voies JNK et p38

MAPK

Il existe une bonne corrélation entre I'activation de JNK est I'apoptose induite par
divers stimuli incluant les irradiations UV, les cytokines et les céramides.
L'utilisation de composants de la cascade JNK comme mutants dominants
négatifs a gonfirmé le réle de JNK dans I'apoptose de cellules endothéliales
stimulées par des cytokines (88). Cependant, des études menées dans
différents laboratoires ont démontré I'implication de JNK dans la prolifération
cellulaire (89 ,90). Cette voie est également activée par l'ischémie/ reperfusion et
'hypoxie dans des cellules rénales (91) et dans les cardiomyocytes (92).
L’activation de JNK peut promouvoir différentes réponses prolifératives en
fonction du stimulus et du type de cellule. Comme pour la voie JNK, les voies
p38 ont été impliquées dans I'apoptose induite dans les cellules PC 12 (52).
L'inhibition de 'activité de p38 MAPK par SB-203580 bloque significativement la
production de cytokines inflammatoires dans les monocytes en culture (66), ainsi
que dans des cellules T hématopoiétiques (93). Dans le systeme cardio-
vasculaire, des études sur des cosurs isolés révélent la stimulation de la voie
p38 par lischémie et cette activation est maintenue lors de la reperfusion
(94,92). Limplication de la voie p38 dans I'hypertrophie cardiaque a été plus
récemment étudiée, mais reste controversée. L'utilisation de formes
constitutivement actives de MKK3 et de MKK6 activateurs en amont de p38 o/
MAPK dans les myocytes cardiaques, a permis de développer les traits
caractéristiques de la réponse hypertrophique, incluant 'augmentation de la taille

des cellules et de la synthése des protéines contractiles, ainsi que la
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réexpression des génes des facteurs natriurétiques ANP et BNP et de 'actine a-
squelettique (95,96). Les travaux de Clerk et ses collégues, montrent que
Putilisation de SB-203580 n’empéche pas les changements morphologiques
associés a [I'hypertrophie des myocytes induite par des agonistes
a,- adrénergiques ( a4-R) phényléphrine (PE) et ET-1 (97), ce qui suggeére que la
voie p38 MAPK ne participe pas a 'hypertrophie des cardiomyocytes en culture.
La voie p38 MAPK semble étre impliquée dans la régulation du cytosquelette,

via la phosphorylation de hsp27 catalysée par MAPKAPK2 (98).

1.1.5 Régulation des voies MAPK par des protéines phosphatases

Une des caractéristiques majeures de la phosphorylation des protéines est la
réversibilité. Dans les cellules, il existe un équilibre entre la phosphorylation et la
déphosphorylation, résultant d’'une interaction entre les protéines phosphatases
et les protéines kinases. La modification d'une des composantes a un impact
d’'importance égale sur les voies de transductions du signal. Les protéines
phosphatases sont généralement classées en sérine/thréonine ou tyrosine
phosphatases, en fonction de la spécificité de I'acide aminé déphosphorylé. Les
phosphatases doublement spécifiques sont capables d’enlever les
phosphotyrosines et les phosphothréonines a partir des protéines cibles. Leur
découverte est relativement récente, mais il existe un nombre croissant de ces
phosphatases. Les voies MAPK sont régulées par une famille de phosphatases
doublement spécifiques. Ces phosphatases sont toutes apparentées au
prototype VH1 du vaccinia virus (99). Parmi ces MAPK phosphatases on
reconnait : MKP-1, MKP-2, MKP-3, MKP-4 et M3/6 (100). Ces phosphatases

inhibent l'activité des MAPK par la déphosphorylation des résidus thréonine et
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tyrosine. Certaines MKP sont plus sélectives pour leurs substrats, parmi elles on
reconnait MKP-1 et MKP-2 qui sont plus spécifiques pour ERK1/2 (101,102).
JNK1 et JNK2 sont également inactivées par MKP-1 et MKP-2 (103) alors que
M3/6 est hautement spécifique pour p38 MAPK (104). La spécificité des MKP
pour les différents membres MAPK dépend de leur présence durant un
événement cellulaire particulier. Les MKP sont presque toutes nucléaires, hormis
MKP-3 et MKP-4 (100). Les MKP ne sont pas détectées dans les cellules
quiescentes (105), la stimulation par des agonistes incluant les mitogénes, le
stress oxydatif, le choc thermique et les irradiations UV, permet leur induction
(106). La stimulation des cellules par All ou par du serum entraine 'activation de
MKP-1, avec une cinétique correspondante a celle de l'inactivation de ERK1/2
(102,105). MKP-3 et MKP-4 sont impliquées dans la régulation de l'activité
cytoplasmique de ERK1 et ERK 2 (104,107). La connaissance des mécanismes
qui contrélent l'induction des MKP, pourrait expliquer comment les voies de

signalisations MAPK sont régulées.

1.2 Hypertrophie cardiaque

1.2.1 Les changements morphologiques et phénotypiques au cours de

Phypertrophie

L’hypertrophie cardiaque pathologique est un mécanisme qui permet au cosur de
s’adapter a une augmentation de sa charge mécanique due a des changements
de pression ou de volume. C’est une réaction physiologique du cceur a une

maladie et n’est en soi qu'un phénomeéne adaptatif. Dans un premier temps
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'hypertrophie des parois ventriculaires permet d’améliorer la fonction pompe des
ventricules et de prévenir 'apparition des signes d’insuffisance cardiaque, mais a
plus ou moins long terme I'hypertrophie ne suffit plus a maintenir un débit
cardiaque normal, c’est la phase dite décompensée (108). Les myocytes
cardiaques sont des cellules différenciées qui perdent peu apreés la naissance la
capacité de se multiplier. L’hypertrophie cardiaque se caractérise par la
croissance des myocytes sans modification de leur nombre. Deux principaux
types d’hypertrophie cardiaque peuvent étre distingués, selon qu’ils sont dus a
des surcharges de volume ou de pression. Les surcharges de volume ou
surcharges diastoliques, au cours desquelles se développe une augmentation du
débit cardiaque, se produisent dans linsuffisance aortique et linsuffisance
mitrale. Les surcharges de pression ou systoliques sont observées dans
'hypertension artérielle (108). Cependant, selon le mécanisme déclencheur
(pression ou volume) on observe des différences dans I'aspect morphologique
des myocytes. Au cours d’'une surcharge en volume les cellules sont allongées
avec réplication des sarcoméres en séries, ce qui aboutit & une augmentation
prédominante du rayon cavitaire et un moindre épaississement pariétal ; c'est le
modéle d’hypertrophie excentrique (109,110,111,112,113). Au contraire,
I'nypertrophie concentrique apparait lors d’'une surcharge en pression: on
observe alors une réplication des sarcomeéres en paralléle et une augmentation
du diameétre des celiules, d’'ou augmentation de I'épaisseur pariétale par rapport
aux volumes cavitaires (109,110,111). Les traits spécifiques de I'hypertrophie
cardiaque sont la stimulation de la synthése protéique qui provoque
Faugmentation du nombre d’unités contractiles, ainsi que la modification de

F'expression de nombreux genes cardiaques et I'activation de I'expression de
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genes trés précoces (114). La stimulation des myocytes cardiaques par des
agents hypertrophiques provoque I'expression rapide et transitoire de genes trés
précoces comme les proto-oncogenes (c-jun, c-fos et Egr-1) qui ont été associés
dans d'autres types cellulaires avec l'induction de la prolifération et la régulation
du cycle cellulaire. Les stimuli hypertrophiques provoquent aussi la réexpression
du facteur natriurétique auriculaire (ANF) (115), qui normalement chez I'adulte
n'est exprimé que dans les oreillettes. Ceci est commun aux deux modeles
d’hypertrophie (116). Certains traits sont spécifiques a [I'hypertrophie
concentrique (surcharge de pression) tels que la régulation a la hausse des
ARNm de l'actine a-squelettique et de la chaine lourde de la B-myosine (B-MHC)
et la régulation a la baisse de TARNm de la calcium-ATPase du réticulum

sarcoplasmique (SERCA-2) (117).
1.2.2 Les stimuli hypertrophiques

On considére qu’un agoniste est hypertrophique lorsqu’ili provogue une
augmentation de la taille du myocyte, stimule la synthése des protéines
contractiles et 'assemblement des myofibrilles, et induit 'expression génique
caractéristique de I'hypertrophie (115). Parmi les premiers facteurs identifiés on
reconnait les agonistes o..-AR (NE, PE) (118) et ET-1 (119). D’autres agonistes
sont considérés comme étant hypertrophiques incluant I'All (120) et les facteurs
de croissance (FGF, IGF). ET-1, les agonistes a4- AR et All agissent dans le
ceeur en se liant aux GPCR, en particulier G;/G11 (121), tandis que les facteurs

de croissance signalent par l'intermédiaire de récepteurs tyrosine kinases (122).
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1.2.2.1 Les catécholamines

Le systéme nerveux sympathique agit dans la modulation des fonctions
myocardiques. Les catécholamines libérées dans la circulation sanguine
exercent leurs actions dans les tissus cardiaques par lintermédiaire de
récepteurs o et B adrénergiques. Les récepteurs a4-AR régulent le rythme
cardiaque, la conduction et la force de contraction. lls participent a la croissance
cellulaire en exercant leurs effets sur I'expression des génes responsables de la
croissance (123,124). Trois types de récepteurs a4-AR ont été identifiés selon
leurs propriétés pharmacologiques : a4a (125,126), o4 (127,128), ap (129,130).
Des techniques de clonages moléculaires ont permis de classer ces récepteurs
parmi les récepteurs a sept domaines transmembranaires (129). Simpson et ses
collaborateurs ont montré que la NE via des récepteurs o4-AR stimule
I'hypertrophie des cardiomyocytes de rats néonataux (118). La stimulation par
les agonistes a4- AR, active I'expression des genes trés précoces incluant c-myc
(131,132), c-jun, c-fos et Egr-1 (119). Les agonistes a4- AR activent également
'expression des génes de l'a-actine squelettique, des chaines légéres de la
myosine-2 (MLC-2) et de IANF (133,119,126,134). La stimulation par des
agonistes a4-AR couplés a G4PCR active la phospholipase Cp (PLCB) qui va
catalyser I'hydrolyse du phosphatidylinositol avec production du diacylglycérol
(DAG) et de l'inositol triphosphate (IP3) (135,136,137,138). Ces deux messagers
vont activer la voie de signalisation PKC. L'implication de PKC dans la réponse
hypertrophique stimulée par les récepteurs a4- AR a été démontrée grace a
I'utilisation des esters de phorbol et des antagonistes de la PKC. La stimulation

de PKC par les esters de phorbol augmentent la synthése des protéines et
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induit la réexpression de génes fostaux (139,140). De plus, l'inhibition par des
antagonistes pharmacologiques blogue la réponse hypertrophique stimulée par

les récepteurs a- AR (139,141).

1.2.2.2 Endothéline-1 (ET-1)

ET-1 est un peptide de 21 acides aminés isolé a partir de cellules endothéliales
de l'aorte porcine (142). Aprés clivage d’un large précurseur, ET-1 est libérée a
partir de I'endothélium vasculaire ainsi que d'autres cellules incluant les
myocytes cardiaques (143). Il agit comme un puissant agent vasoconstricteur.
Deux homologues ont été par la suite identifiés, ET-2 et ET-3. Ces peptides
peuvent avoir un effet vasodilatateur dans certains lits vasculaires. Deux sous-
types de récepteurs ont été identifiés : ETa et ETg (144,145). ETa et ETg sont
exprimés dans un grand nombre de tissus, incluant le coeur (146). ET-1 via le
récepteur ET, va probablement médier 'effet vasoconstricteur sur les cellules du
muscle lisse vasculaire, tandis que le récepteur ETg va médier [leffet
vasodilatateur via la libération de NO et de prostacycline a partir des cellules
endothéliales (147). Une étude menée par Hilal-Dandan et ses collaborateurs
montre que le récepteur ET, est prédominant dans le cosur de rat adulte et qu'il
est couplé aux protéines G (G, et G;) (148). Dans les cardiomyocytes la
stimulation par ET-1 couplé aux G4qPCR induit [hydrolyse du
phosphatidylinositol-4, 5-biphosphate (PtdinsP,) avec libération de DAG et IP;
catalysée par la PLCP. (149,150,151,54,148). ET-1 stimule également la
production de DAG par l'intermédiaire de la phospholipase D (PLD) qui catalyse
hydrolyse de la phosphatidylcholine (152). ET-1 induit I'expression génique

caractéristique de I'hypertrophie cardiaque incluant I'expression de génes trés
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précoces (c-fos, c-jun et Egr-1), la réexpression de 'ANF, de MLC-2, de I'actine
a-squelettique et de BMHC (147). Ces changements transcriptionnels suggérent
que les voie de signalisation Gg-Ras-Raf-MEK-ERK (147) et Ras-MKK1-SEK-

JNK (90) puissent jouer un réle dans 'hypertrophie cardiaque.

1.2.2.3 Angiotensine Il (AIl)

La structure de I'All a été identifiée et synthétisée en 1957 (153). C’est I'effecteur
principal du systeme rénine-angiotensine. L’All est un peptide de huit acides
aminés qui se retrouve dans le sang grace a l'action de deux enzymes. La
rénine est synthétisée dans le rein, puis libérée dans la circulation sanguine ou
elle va catalyser I'hydrolyse d'un décapeptide biologiquement inactif,
Pangiotensine I, par un clivage de la partie amino-terminale de
'angiotensinogéne. L’'angiotensine 1 est convertie en angiotensine II par
Fenzyme de conversion de l'angiotensine (ACE). L'All agit au niveau de
plusieurs types cellulaires tels que la cellule musculaire lisse, les hépatocytes,
les cellules glomérulaires du cortex surrénalien, les cardiomyocytes ainsi que les
fibroblastes cardiaques. Elle est également connue comme un facteur de
croissance qui exerce un effet hypertrophique ou hyperplasique selon le type
cellulaire. Des effets hypertrophiques ont été démontrés dans les cellules
musculaires lisses aortiques (154,155) ainsi que dans les myocytes cardiaques
(156). Des effets hyperplasiques ont été observés dans les fibroblastes
cardiaques (156). En plus, AIl induit dans les myocytes et les fibroblastes

cardiaques [l'expression de génes trés précoces (c-fos, c-jun, et Egr-1), la
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réexpression des génes foetaux de 'ANF et de T'actine a squelettique ainsi que
la régulation a la hausse de facteurs de croissances comme le TGFp (157). Les
effets de AIl sont médiés par l'intermédiaire de deux sous-types de récepteurs
pharmacologiquement distincts. Ces deux sous-types de récepteurs nommeés
AT, et AT, ont été identifiés en fonction de leur affinité relative pour des
antagonistes sélectifs (158). Les deux sous types AT, et AT, appartiennent a la

famille des récepteurs a sept domaines transmembranaires (159,160).
1.2.3 Réle de la PKC dans I’hypertrophie cardiaque

La PKC fut identifiee en 1977 comme une sérine/thréonine kinase activée par
protéolyse (161). Elle est activée de maniére réversible par un lipide neutre, le
DAG, en présence de phospholipides. L'identification de la PKC comme
récepteur principal des promoteurs de tumeurs de la classe des esters de
phorbol (qui activent directement la kinase en mimant I'effet du DAG) a fortement
stimulé les recherches sur cette protéine et ses voies de signalisation. Depuis le
clonage du premier ADNc de PKC en 1986 (162) d’autres clones ont été décrits
si bien qu’on regroupe sous le terme de PKC toute une famille d’enzymes jouant
un role prépondérant au cours de la vie cellulaire, notamment pendant les
phases de prolifération et de différenciation. Cette famille db’enzymes consiste en
onze isoformes, chacune des isoformes possédant des fonctions biologiques
propres. Trois sous-familles ont été identifices: les PKC classiques ou
conventionnelles (cPKC), qui nécessitent le DAG et le calcium pour leur
activation, les PKC nouvelles (nPKC), activées par le DAG mais qui ne sont pas
sensibles au calcium et les PKC atypiques (aPKC) dont l'activation est

indépendante du calcium et du DAG. La liaison de PKC au DAG, va permettre
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sa translocation de la fraction soluble cytoplasmique a la membrane ou elle va
phosphoryler des résidus sérine/thréonine spécifiques sur des substrats qui
varient d'un type cellulaire & un autre. L'implication de la PKC dans
hypertrophie cardiaque a été démontrée grace a l'utilisation des esters de
phorbols, ces derniers induisent une action analogue a celles obtenues par ET-1
et PE (163,164). La stimulation des myocytes cardiaques par des esters de
phorbol active la cascade ERK1/2 (165,54), ce qui suggére le rble de la PKC

dans l'activation de la voie ER1/2.

1.2.4 Implication des voies MAPK dans ’hypertrophie cardiaque

Les facteurs hypertrophiques décrits plus hauts (ET-1, agonistes a4- AR, All et
les esters de phorbols) activent les voies MAPK. Les kinases qui constituent le
module MAPK ERK1/2 (Raf, MEK et ERK) sont fortement activées dans les
myocytes cardiaques par les agonistes couplés a G4PCR, par phorbol 12-
myristate 13-acetate (PMA) et par les facteurs de croissance (FGF)
(165,25,166,167,157). Dans les myocytes cardiaques la voie JNK est
puissamment activée par le choc hyperosmotique (89), mais le plus surprenant a
été de constater la stimulation de I'activité des voies JNK et p38 MAPK par les
agonistes couplés a G,PCR (167,97). La corrélation entre I'activation des voies
MAPK et le développement de la réponse hypertrophique a stimulé de
nombreuses recherches (165,166,168,169,170,90,171,97,96). Cependant les
résultats obtenus par les différentes équipes de chercheurs demeurent

controversés.



28

1.3 La régulation de la voie MAPK ERK1/2 dans les fibroblastes

cardiaques

Le tissu cardiaque est composé de cardiomyocytes et d’autres types de cellules
incluant les fibroblastes, les cellules musculaires lisses et les cellules
endothéliales. Les fibroblastes cardiaques constituent les deux tiers de la
population cellulaire du coeur, bien que les myocytes occupent 80% du volume
cardiaque. Lorsque le cosur est soumis a différents stress tels qu’une surcharge
en pression (HTA) ou un infarctus du myocarde, les myocytes cardiaques
s’hypertrophient tandis qu’on observe une hyperplasie des fibroblastes avec
production excessive de protéines de la matrice extracellulaire (collagénes et
fibronectines) aboutissant a une fibrose interstitielle. Cette prolifération
pathologique des fibroblastes cardiaques constitue un des signes majeurs du
remodelage ventriculaire gauche responsable du dysfonctionnement cardiaque.
Plusieurs études «in vivo» et «in vitro» ont démontré le role majeur de I'All dans
la régulation de la prolifération des fibroblastes ainsi que le développement de la
fibrose interstitielle (172,173,174). L'utilisation d'inhibiteurs de l'enzyme de
conversion de 'angiotensine, prévient 'accumulation de collagéne et la synthése
d’ADN (175). L'action de I'All est médiée via le récepteur ATy, car le traitement
par des antagonistes de ce récepteur (Losartan), inhibe complétement la
synthése de collagene (176). Dans des cellules en culture L’All, via son
récepteur AT: couplé aux protéines G (G/G,) active la voie de signalisation
MAPK ERK1/2 (177,178). Dans notre laboratoire nous avons obtenu I'activation
de la voie MAPK ERK1/2 dans les fibroblastes cardiaques des rats nouveau-nés

stimuleés par PAll et par l'isoprotérenol un agoniste B-adrénergique (200). Les
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événements moléculaires responsables de 'hyperplasie des fibroblastes ne sont
pas encore connus, le role de la voie des MAPK ERK dans ce processus

demande a étre clarifié.

1.3.1 Réle de l'oxyde nitrique dans la régulation de I activité des

tyrosines kinases dans les fibroblastes cardiaques

L’oxyde nitrique (NO) est un gaz qui diffuse librement a travers les membranes
des cellules cibles pour activer la formation de GMPc. Depuis sa mise en
évidence en 1980 par Furchgott et al (179), nous savons qu'il est devenu un
effecteur biologique essentiel dans de multiples fonctions physiologiques. Le NO
est synthétisé dans les cellules endothéliales & partir d’'un acide aminé, la L-
arginine, sous la dépendance d'une famille d’enzymes; les NO-synthases (NOS).
NO exerce la majeure partie de ses effets physiologiques via I'activation de la
guanylate cyclase soluble et la production concomitante de GMPc (180). Dans le
cosur NO, dérivé de I'endothélium ou généré par les cardiomyocytes, diminue la
contractilité de ces cellules (181). Le role de NO dans [linhibition de la
croissance cellulaire a dans un premier temps été démontré dans les cellules
musculaires lisses aortiques (182). L'inhibition de la prolifération des cellules
musculaires lisses de 'aorte de rats nouveau-nés a également été observée en
présence de NO et d'autres agents qui augmentent la production de GMPc
intracellulaire (ANF, 8-bromo-GMPc), de plus cet effet avait pour corollaire
l'augmentation de l'activité de «protéine tyrosine phosphatase» (PTPase) et la
déphosphorylation de la protéine phosphotyrosine (183). Une étude plus
récente démontre linhibition de la synthése d’ADN dans les fibroblastes

cardiaques de rats nouveau-nés stimulés par NE, par un donneur de NO
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(SNAP), 'ANF et par une substance analogue au GMPc (8-bromoGMPc), qui
tous activent le systéme GMPc (184). Jusqu’a présent, le mécanisme par lequel
agit GMPc sur la proliferation cellulaire n’est pas encore connu. Les MAPK ont
été impliquées dans la croissance et la différenciation de plusieurs types
cellulaires. Comme toutes les MAPK, l'activité de ERK 1/2 est régulée par une
phosphorylation réversible des résidus tyrosine et thréonine indiquant que les
protéines phosphatases jouent un role important dans le contrble de Iactivité
enzymatique. Des études récentes ont démontré que linactivation de la
signalisation des MAPK était médiée par une classe de protéines phosphatases
doublement spécifiques incluant MKP-1. MKP-1 est la plus étudiée de ces
phosphatases, elle posséde une double activité catalytique envers le contenu
protéique en phosphotyrosine et phosphothréonine, elle a été impliquée dans
Finhibition de ERK1/2 et de JNK par rétro contrdle, aprés stimulation par des
mitogénes (101,103) et par des facteurs de stress cellulaires (185). Les effets du
NO dans l'inhibition de la prolifération pourraient s’exercer via la régulation de

l'activité des MAPK en stimulant I'expression de MKP-1.
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1.4 Objectif du mémoire

Le but général de cette étude était d’'une part d’identifier quelles voies MAPK
sont activées au cours de I'hypertrophie des myocytes cardiaques en culture,
stimulés par des inducteurs de I'hypertrophie comme NE, ET-1 et PdBu. D’autre
part d’explorer la participation d’'une ou de plusieurs de ces voies au processus
hypertrophique, en étudiant les effets d’inhibiteurs spécifiques tels que PD 98059
inhibiteur de MEK ou SB-203580 inhibiteur de p38 a/f MAPK, sur la synthese

protéique provoquée par les stimuli hypertrophiques.

Une partie de ce travail a consisté a examiner I'effet du NO sur la modulation de

I'expression de MKP-1, dans les fibroblastes cardiaques en culture.



CHAPITRE2  MATERIEL ET METHODES
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2.1 Matériel

Le milieu de culture des cellules Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) ,
le sérum bovin foetal (FBS), la trypsine, le Hanks Buffer Salt Solution (HBSS) et
la collagénase proviennent de chez GIBCO BRL (Burlington, Ontario, Canada).
Les boites de pétri ont été acquises chez Falcon; Becton Dickinson Labware
(Franklin Lakes NJ). L’insuline, la transférine et le sélénite de sodium ont été
achetés chez Collaborative Biomedical (Bedford, MA, USA). Le [y-**P] ATP et
I'la-*2P] dCTP proviennent de chez Amersham International. Le Triton X-100, la
leupeptine et le PMSF proviennent de chez Roche Molecular Biochemicals. Les
substrats MBP, c-jun et hsp 27 ont été gracieusement offerts par le Dr. Bruce
Allen de lInstitut de Cardiologie de Montréal. L’anticorps MAPKAPK-2 (Goat
polyclonal IgG) et la protéine A/G agarose, proviennent de chez Santa Cruz
Biotechnology Inc. La [*H] leucine provient de chez ICN Biomedical Inc (Costa
Mesa, CA). NE et PdBu ont été achetés chez Sigma (St. Louis). Le PD 98059
provient de chez Biomol (Plymouth Meeting, PA). La microcystine LR, SB-
203580 et ET-1 proviennent de chez Calbiochem (Lajolla, CA). Les réactifs
d’électrophorése, de transfert ARN et pour le test de Bradford ont été obtenus
chez Les laboratoires Bio-Rad, Canada LTD, (Mississauga, Ontario). La sonde
d’ADNc MKP-1 a été gracieusement fournie par le Dr Lester Lau du département
de génétique Université de Chicago. La sonde de ADNc GAPDH provient de
chez American Type Culture Collection (Rockville, MD). Les membranes de
nitrocellulose ont été achetées chez Genescreen Plus (Dupont-NEN, Canada).
Le papier Wathman P-81 a été obtenu de chez WWR-Calab Mont-Royal,

Québec).
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Les rats

Les rats nouveau-nés Sprague-Dawley agés de un a trois jours ont été achetés

chez Charles-River Canada (St Constant, Québec).
2.2 Méthodes

2.2.1 Cultures cellulaires

2.2.1.1 Culture primaire des myocytes cardiaques

Les myocytes cardiaques ont été isolés & partir des ventricules de rats nouveau-
nés Sprague-Dawley agés de un a trois jours. Les animaux ont été anesthésiés
a I'éther, puis décapités. Les cosurs ont été enlevés et les ventricules ont été
séparés des oreillettes, puis découpés avant d’étre digérés par 0,1% de trypsine
contenue dans une solution tampon dépourvue de calcium et de magnésium
(HBSS). La digestion des tissus a été effectuée durant la nuit a 4°C. Le
lendemain, P'action de la trypsine a été neutralisée par I'action du sérum bovin
foetal (7% FBS) contenu dans du Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM).
Les tissus ont été de nouveau digérés, cing fois de suite dans 10 ml de 0,1%
collagénase contenue dans du HBSS. Aprés chaque digestion, les suspensions
cellulaires ont été collectées puis centrifugées a 1000 g a 4° C. Les culots
cellulaires ont été resuspendus dans DMEM enrichi de 7 % de FBS. Les cellules
ont été par la suite incubées durant 45 min dans des flacons T75 a deux reprises
pour favoriser Fattachement des fibroblastes au fond du flacon et enrichir ainsi
les cultures en myocytes. Les myocytes ont été ensemencés dans des pétris de

100 mm 2x 10° cellules/ boite de pétri dans du milieu DMEM enrichi de 7% de
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sérum. Aprés 24h, le sérum a été enlevé, et les cellules ont été lavées avec du
DMEM pour enlever le sérum résiduel et les cellules non adhérentes. Le sérum a
éte remplacé par du DMEM contenant 5 mg/ml d'insuline, 5 mg/ml de

transferine et 5 ng/ml de sélénite de sodium.

2.2.1.2 Culture des fibroblastes cardiaques

Les fibroblastes cardiaques ont été isolés a partir de rats nouveau-nés Sprague-
Dawley, comme décrit plus haut. Aprés avoir séparé les myocytes des autres
lignées cellulaires, les cellules adhérentes représentées en majorité par des
fibroblastes ont été cultivées dans du DMEM contenant 7% de FBS. Aprés 5a7
jours les cellules étaient confluentes, elles ont été séparées des autres lignées
cellulaires par 0,25% de ftrypsine. Les fibroblastes cardiaques ont été
ensemencés dans des pétris de 100 mm a une densité de 100 cellules/mm?,
dans un milieu DMEM enrichi de 7% de FBS. Aprés 48h, le milieu a été aspiré,
les cellules ont été lavées avec un tampon phosphate salin (PBS pH 7,4 a 4°C),
puis cultivées dans du DMEM contenant 5 mg/ml d’insuline, 5 mg/ml de

transférine et 5 ng/ml de sélénite de sodium.

2.2.2 Traitement des myocytes cardiaques avec des activateurs des

voies MAPK ERK, JNK et p38.

Les myocytes cardiaques ont été traités par les agonistes hypertrophiques, 10
nM ET-1 ou 1 uM NE ou 100 nM PdBu pendant 5 min, ce qui correspond au
temps maximal d’activation de ERK et cela quel que soit 'agoniste utilisé. Les
cellules ont été ensuite lavées avec du PBS (pH 7.4 a 4°C), puis lysées par un

tampon composé de 10 mM Tris (pH 7,5), 150 mM Nacl, 1 mM EDTA,1 mM
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EGTA, 50 mM NaF, 20 mM pB-glycérolphosphate, 0,5 mM PMSF, 1 mM
orthovanadate de sodium (NasVO,), 1% Triton x-100, 0,5% nonidet P40, 1 ug/mli
leupeptine, 1 ng/ml aprotinine et 1 uM microcystine LR. Les lysats de cellules ont
été collectés puis centrifugés a 10,000 g a 4°C pendant 10 min. Les surnageants
ont été congelés a -80° C. La concentration de protéines a été mesurée par la

méthode de Bradford (186).

2.2.2.1 Séparation des protéines par Fast Protein Liquid Chromatography
(FPLC) sur une colonne Mono Q HR 5/5 (PHARMACIA).

Ces colonnes sont congues pour séparer les protéines, les peptides, les
polynucleotides et autres biomolécules selon leurs charges ioniques respectives,
de fagon rapide et avec un trés haut niveau de résolution. La colonne Mono Q et
une colonne échangeuse d’anions, I'addition d’un lysat contenant des protéines
de charges négatives déplace les charges négatives faiblement liées. Les lysats
protéiques (500 pg) ont été filtrés puis centrifugés avant d’étre injectés dans la
colonne Mono Q. La colonne a été équilibrée avec un tampon A (50 mM Tris HCI
pH 7,5 a 5°C, 20 mM B-glycérophosphate, 2 mM EDTA, 2 mM EGTA, 5% (v/v)
glycérol, 0.03% (v/v) Brij, 1 mM benzamidine, 1 ug/ul leupeptine, 1 mM Na;VO;,
et 0.1%(v/v) 2-mercaptoethanol). Aprés un lavage isocratique, les protéines ont
été éluées dans un tampon B (tampon A + 1.0 M NaCl) selon un gradient
linéaire de NaCl (0-0.8M) a un débit de 0,4 ml/min. Soixante fractions de 0,5 mi

ont été collectées.
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2.2.2.2 Séparation sur colonne Mono S HR5/5.

Cette technique de purification est plus spécifique pour I'activité de MAPKAPK-2
(substrat de p38 MAPK). La colonne Mono S est chargée positivement, elle a
permis de séparer les protéines qui se trouvaient dans les 8 premiéres fractions
de la Mono Q, celles qui ne font pas de liaison avec la colonne Mono Q a cause
de leurs charges positives ou neutres, plus les protéines contenues dans le
liquide de lavage. Elle a été équilibrée avec un tampon A (25 mM Hepes pH 7,5
a 5°C, 20 mM B-glycérophosphate, 2 mM EDTA, 2 mM EGTA, 5% (v/v) glycérol,
0,03% (v/v) Brij, 1 mM Benzamidine, 1 ug/ml leupeptine, 1 mM NasVO, et 0,1%
(v/v) 2-mercaptoethanol). Aprés un lavage isocratique, les protéines ont été
éluées dans un tampon B (tampon A +1.0 M NaCl) par un gradient de NaCl (0-
0.4 M) a un débit de 0,4 ml/min. soixante-dix fractions de 0.5 ml ont été

collectées.

2.2.2.3 Tests de stimulation de l'activité de ERK, JNK et p38 MAPK dans

les fractions séparées par FPLC sur colonne Mono Q

L’activité enzymatique de ERK, JNK et MAPKAPK-2 (substrat de p38 MAPK) a
été testée par la mesure de leur capacité a phosphoryler leurs substrats
respectifs MBP, c-jun et hsp27. Cette activité a été mesurée dans des
echantillons contenant 20 pl de chaque fraction protéique (1-50) en présence de
0,5 mg/ml de MBP, ou 0.01 pg/ml GST-c-jun ou 0.01 pg/ml GST-hsp 27 10 uM
[y-"P] ATP (3,3 Ci/mmol), 1.3 mM EDTA, 1.3 mM EGTA, 10 mM MgCL,,1 uM
PKI, 10 mM DTT, 10 pg/ml leupeptine, 1 mM NasVO,. La réaction a débuté par

Faddition de 10 ul du tampon de kinase 3 x, elle a été mise a 30°C pendant une
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heure puis stoppée par l'addition de 10 pl d’'un tampon d’échantillonnage
Laemmli (187) 4 x (0,05 M Tris HCI pH 6,8, 0.5 M (v/v) 2-mercaptoethanol, 0,5
M sucrose, 1,0 M EGTA, 0,008% bleu de bromophenol). Les échantillons sont
portés a ébullition pendant 90 secondes. Les protéines ont été séparées par
électrophorése sur un gel de polyacrylamide a gradient 10/20%. Elles ont été
visualisées par coloration du gel avec du bleu de coomassie (Coomassie Brillant
Blue R-250). L’addition de *p sur hsp 27 a été quantifiée par phosphor-imaging
(Bio-Rad GS 525 Molecular analyser) et autoradiographie (Kodak BioMax MR).

2.2.2.4 Test de stimulation de I'activité de p38 dans les fractions séparées

par FPLC sur colonne Mono S.

Le méme procédé de stimulation de l'activité de p38 a été utilisé dans les
fractions obtenues apres séparation sur colonne MONOS. Le méme substrat a

été utilisé 0,01 pg/ml hsp 27.
2.2.2.5 Test de P'activité de ERK par filtre.

L’activitée de ERK a été mesurée par la méthode suivante. 20 ul de chaque
fraction obtenue dans la Mono Q ont été combinés a 10 ul d'un tampon de
kinase 3x| (0,5 mg/mi MBP, 0,1 mM ATP[ySZP] ATP (50 a 100cpm/pmol), 10 mM
Mgcl,, 1,0 uM PKI, 10 mM DTT, 10 pg/ml leupeptine, 1 uM NasVO,). Aprés
incubation de une heure & 30°C, la réaction a été arrétée en mettant 25 pl de
chaque échantillon sur des carrés de 1.5 x 1.5 cm de papier Whatman P-81 qui
ont été immédiatement immergés dans une solution de 0.5% H;PQO,. Apres trois
lavages de 20 min, la radioactivité incorporée a été mesurée dans un compteur a

scintillation B (Beckman).
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2.2.3 Mesures de Pincorporation de la [°*H] leucine dans les myocytes

cardiaques

Ces expériences permettent de mesurer la croissance cellulaire par la mesure
de l'incorporation de la leucine marquée au fritium qui est I'index de la synthese
protéique. Les cellules ont été cultivées dans des boites de pétri 24 puits
pendant 24h dans un milieu DMEM enrichi de 7% de FBS, le sérum a été
remplacé par du DMEM pour 48 h. La densité cellulaire utilisée était de 100-200
cellules/mmz. Les cardiomyocytes isolés a partir des ventricules des rats
nouveau-nés ont été prétraités 15 min avec l'inhibiteur de MEK 50 uM PD 98059
ou avec linhibiteur de p38 MAPK 10 pM SB-203580, avant d’étre stimulés par
1 uM NE ou 10 nM ET-1 ou 100 nM PdBu pendant 24 heures en présence de 2
uCi/ml de [°H] leucine. Aprés 24 h de stimulation, les cellules ont été lavées a
deux reprises avec du PBS (pH 7,4 a 4° C), puis incubées 30 min dans 5%
d’acide trichloroacétique froid (TCA) pour précipiter les protéines. Les lysats
protéiques ont été lavés deux fois de suite avec de I'eau froide puis solubilisés
dans 0.4 M NaOH. Les aliquots ont été comptés dans un compteur a scintillation

B (Beckman).
2.2.4 Immunoprécipitation de MAPKAPK-2

Les myocytes cardiaques maintenus en culture pendant 48 h dans du DMEM
sans FBS, ont été traités pendant 15 min par linhibiteur de p38 10 uM SB-
203580. Les cellules ont été stimulées 5 min par I'addition de 1 uM de NE au
milieu de culture. Aprés stimulation par I'agoniste, les cardiomyocytes ont été

rapidement lavés deux fois de suite avec du PBS (pH 7,4, 4°C), puis lysés dans
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un tampon contenant 10 mM Tris pH 7,5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM
EGTA, 50 mM Naf, 20 mM B-glycérophosphate, 0,5 mM PMSF, 1 mM Na;VO,,
1% Triton x-100, 0,5% nonidet P40, 1 pg/ml de leupeptine et 1 pg d’aprotinine.
La concentration des protéines a été mesurée par la méthode de Bradford. Des
échantillons ont été préparés contenant 0,5 pg d’anticorps (AC) MAPKAPK-2 et
20 pl d’'une suspension de 50% de protéine A/G agarose puis incubés pendant 2
a 3h a 4°C. Apres incubation, quatre lavages ont été effectués avec 500 pl de
TBST (25 mM Tris pH 7,5, 150 mM Nacl, 0,05% Tween 20), suivi de trois
lavages avec un tampon de lyse (25 mM (Tris HCI pH 7,5, 10 mM
B—glycérophophate, 20 mM Naf, 5 mM EDTA, 10 mM EGTA, 1,0 mM Na;VO,, 10
mM benzamidine, 0,5 mM PMSF, 10 ug/ml leupeptine, 5 mM DTT, 1% Triton x-
100 et 1 puM microcystine LR). Apres les différents lavages 50 ug de lysats
protéiques ont été incubés avec le complexe AC-proteine A/G Agarose dans un
rotateur clinique & 4°C pour la nuit. Les immuno-complexes ont été resolubilisés
dans un tampon de kinase contenant 1 ug GST-hsp27, 30 uM ATP, 1,0 mM
EGTA, 5uCi [y- P] ATP, 10 mM Mgcl,, 1uM PKI, 10 mM DTT, 10 pg/ml
leupeptine et 1 mM Na;VO,. Aprés une heure a 30°C, la réaction a été stoppée
par I'addition d’'un tampon d’échantillonage Laemmli 2x. Les échantillons ont été
bouillis pendant 90 sec, puis séparés par un gel d’électrophorese SDS 15%
acrylamide. L’addition de “p sur hsp 27 a été quantifiée par phosphor imaging

et par autoradiographie.
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2.2.5 Isolation des ARN totaux

Les fibroblastes cardiaques ont été cultivés dans des pétris-100mm dans du
DMEM enrichi de 7% de FBS. Aprés 24h le milieu a été remplacé par un milieu
sans sérum pour 48h. La densité cellulaire utilisée était de 100 cellules/mm?. Les
fibroblastes ont été traités par 100 uM SNAP a la température de la piéce pour
15, 30, 60 ou 120min. Les ARN totaux ont été extraits avec le Guanidium
Thiocyanate comme décrit dans la méthode de (188). Les ARN totaux ont été
dénaturés par une solution contenant 4 M/L guanidium thiocyanate, 25 mM

sodium citrate, 0,5% laurylsarcosine et 0,1 M 2-mercaptoethanol pH 7,0.

Les myocytes cardiaques ont été ensemencés dans des pétris-100 mm. La
densité cellulaire utilisée était de 300 a 400 cellules/mm?2. Aprés 24h dans du
DMEM enrichi de 7% de FBS, puis 48 h dans du DMEM sans FBS, les
cardiomyocytes ont été stimulés par 100 uM SNAP a la température de la piéce
pour 15, 30 ou 60 min. Les ARN totaux ont été extraits par la méthode de

Chomczynki, comme décrit plus haut.

2.2.6 Analyse par Northern blot

Des quantités égales d’ARN totaux (15 pg) en présence de 2,2 M formaldéhyde
et 50% formamide, ont été dénaturés a une température de 65° C durant 15
min. Par la suite les ARN totaux ont été fractionnés par électrophorése dans un
gel de 1,3% agarose contenant 4% formaldehyde. Les ARN ont été transférés
sur une membrane de nitrocellulose par un appareil de transfert. Les ARN ont
finalement été fixés a la membrane par rayons ultraviolets (Amersham

Pharmacia).
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2.2.7 Marquage radioactif et hybridation

La sonde d’ADNc MKP-1 de rat a été radiomarquée avec [o-*2P] dCTP pour
obtenir une activité spécifique de 1-2 x 10° cpm /ng ’ADNc. Les membranes ont
été hybridées pendant 18-24h a 42°C. Les membranes ont été lavées a deux
reprises pendant 15 min a la température de la piéce avec une solution
contenant 300 mM NaCl / 30mM trisodium citrate (pH 7) et 0,1 % SDS, puis deux
fois pendant 15 minutes a 65°C avec 30mM NaCl/3 mM citrate trisodium et 0,1%
SDS. Les membranes ont été exposées sur des films Kodak XAR-5 a —80°C,
pour 2 a 3 jours. Les films ont été analysés par densitométrie au laser
(Chemilmager 4000 | v4.04 software; Alpha innotech). La taille des messages
hybridés a été estimée en utilisant les bandes 18S et 28S comme standards. Les
résultats ont été normalisés en utilisant une sonde radioactive codant pour un

gene tres stable le « glycéraldehyde phosphate déshydrogénase » (GAPDH).
2.2.8 Méthodes statistiques

Les résultats sont présentés sous forme de moyennes et d'erreurs-types
(S.E.M.). Les différences entre ies moyennes ont été évaluées par un test-t de
Student bilatéral pairé. Les différences entre les moyennes dont le degré de
probabilité d'erreur de type o est inférieur a 0,05 (p<0,05) sont considérées

comme étant statistiquement significatives.
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3.1 Profil d’activation des voies MAPK par ET-1, NE et PdBu dans les

myocytes cardiaques des rats nouveau-nés

Au cours de cette étude nous avons voulu examiner I'implication des voies MAPK
dans 'hypertrophie cardiaque sur un modéle de culture primaire des myocytes
cardiaques des ventricules des rats nouveau-nés. Notre objectif était d’une part de
déterminer quelles étaient les voies MAPK activées au cours de I'hypertrophie
apres stimulation des cellules par trois facteurs hypertrophiants ET-1, NE et PdBu.
D’autre part de comparer la puissance des agonistes utilisés sur I'activité de ces
kinases, et finalement d’examiner 'implication de ces voies dans la croissance

des cardiomyocytes.

3.1.1 Activation de ERK par PdBu, ET-1 et NE.

Plusieurs études ont démontré I'activation des voies MAPK ERK1/2 au cours de
'hypertrophie des myocytes cardiaques stimulés par divers facteurs incluant les
agonistes des GPCR (PE, epinéphrine et ET-1) et les esters de phorbol
(165,166,168,169). Nous avons voulu explorer davantage les effets de ces
différents agonistes en comparant leurs effets sur la stimulation de 'activité des
MAPK ERK 1/2, dans les myocytes cardiaques isolés a partir des ventricules des
rats nouveau-nés. Les cellules ont été traitées 5 min par 1 uM NE ou 10 nM ET-1
ou 100 nM PdBu. Les lysats protéiques ont été séparés par FPLC sur une colonne
Mono Q, et des tests de I'activation des MAPK ont été effectués. Nous avons
pratiqué deux séries d’expériences, et obtenu des résultats similaires. L’analyse

des résultats est réalisée a partir de 'ensemble de nos résultats, mais les figures
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présentées dans cette étude (figures 1-3) proviennent d'une seule série
d’expériences. Les trois agonistes ont tous activé la voie ERK. Le PdBu stimule
tres fortement lactivitt de ERK, des pics de phosphorylation de MBP sont
détectés dans quatre fractions, un pic majeur élué a 128 mM NaCl (fraction 26
figure 1a) et trois pics de méme amplitude ont été élués a des concentrations de
NaCl respectives de 240 mM, 280 mM et 300 mM (fractions 30, 35 et 37, fig 1a).
L’activité mesurée dans le pic majeur est approximativement cing fois supérieure
au contrdle. ET-1 stimule I'activité de ERK, celle-ci est révélée dans un pic majeur
de phosphorylation de MBP élué a une concentration de NaCl de 200 mM
(fraction 27 fig 1a). L'activitt de ERK stimulée par NE est plus faible, la
phosphorylation de MBP est observée dans des pics mineurs élués a des
concentrations de NaCl réspectives de 200 mM, 230 mM et 300 mM (fractions 27,
29 et 37 fig 1a). Nous avons comparé les effets des deux agonistes
hypertrophiques physiologiques sur I'activité de ERK, la moyenne obtenue dans
nos deux séries d’expériences montre une augmentation de I'activité de ERK
respectivement de 30% et 125% par NE et ET-1. Il est important de souligner que
I'activité kinase de MBP ne correspond pas uniquement a I'activation des voies
ERK1/2. MBP pouvant étre phosphorylée par d’autres kinases, la présence d’un
ou plusieurs pics peut résulter de I'activation de différentes kinases ou de la méme
kinase éluée a différentes concentrations de NaCl. On observe un pic d’activité
kinase dans la fraction 5 (figure 1). Toutefois les 8 premiéres fractions
correspondent aux protéines qui ne sont pas retenues par la colonne Mono Q
(protéines de charge neutre ou de méme charge que la Mono Q) et aux protéines
présentes dans le lavage de la Mono Q. Cette activité ne peut donc étre prise en

compte dans I'analyse de nos résultats.
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Les fractions séparées par FPLC apres les traitements par NE, ET-1 ou PdBu ont
également été analysées par les tests de I'activité MAPK ERK1/2 par filtre. Cette
méthode permet de vérifier que la phosphorylation de MBP traduit I'activité de
ERK1/2. Il a été démontré dans des expériences similaires que I'activité kinase de
MBP détectée par les filtres correspond a I'activité de ERK 1 et ERK 2 (165,166).
Les résultats obtenus par les deux méthodes montrent le méme modéle de
stimulation. L'activité de ERK1/2 est puissamment stimulée par PdBu, un pic
majeur a été élué a une concentration de NaCl de 200 mM (fraction 26, fig 1b). Un
pic de phosphorylation de MBP a été élué apres stimulation par ET-1 a une
concentration de NaCl de 200 mM (fraction 26, fig 1b). La stimulation par NE de
Factivité de MBP a été détectée dans un pic élué a une concentration de NaCl de
300 mM (fraction 38 fig 1b). Pour résumer, I'activité de ERK dans les myocytes
cardiaques des rats néonataux est stimulée par les trois agonistes
hypertrophiques. Il apparait toutefois, que la stimulation par PdBu est trés

puissante comparée aux deux autres agonistes.
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Figure 1a: Activité de MAPK ERK dans les myocytes cardiaques des rats

nouveau-nés, stimulés par ET-1, NE et PdBu

Les cardiomyocytes ont été stimulés pendant 5 min par 1 uM NE ou 10 nM ET-1
ou 100 nM PdBu. Les lysats protéiques obtenus ont été séparés par FPLC sur
une colonne Mono Q saturée avec un gradient linéaire de NaCl (0-0,4 M, ligne
en pointillée). Les fractions obtenues ont été testées pour la mesure de la
phosphorylation de MBP, substrat de ERK comme décrit dans les méthodes.
L’incorporation de la radioactivité a été mesurée par phosphor-imaging (Bio-Rad
GS 525 molecular analyser). Les valeurs ont été normalisées par rapport au
niveau le plus élevé d’activité mesurée. La figure du bas a permis de comparer

les effets de la stimulation par NE et ET-1 sur I'activité de ERK.

Figure 1b : Activation de la voie ERK dans les myocytes cardiaques des

rats nouveau-nés exposés a NE, ET-1 et PdBu

L’activité de ERK a été testée par la méthode des filtres comme décrit dans la
section materiel et méthodes. Les fractions 11 a 50 qui ont été séparées par
FPLC sur la colonne Mono Q ont été analysées en présence du substrat MBP.
L'incorporation de la radioactivité a été mesurée dans un compteur B (Beckman).
L'activite kinase a été exprimée en pmoles de phosphate incorporé dans le
substrat par min et par ml de lysat protéique. Les valeurs ont été normalisées
par rapport au niveau de stimulation le pius élevé. La figure du bas a permis de

comparer les effets de la stimulation par NE et ET-1 sur l'activité de ERK.
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3.1.2 Activation de la voie JNK dans les myocytes cardiaques des rats

nouveau-nés traités par ET-1, NE et PdBu

L’activation de la voie JNK a déja été observée dans les myocytes cardiaques
traités par ET-1 et PE (89,90). Pour évaluer l'activation de JNK dans les
myocytes cardiaques, nous avons stimulé durant 5 min les cellules par 100 nM
PdBu, 10 nM ET-1 ou 1 uM NE. 500 pg de lysats protéiques ont été séparés par
FPLC sur la colonne Mono Q. Les fractions obtenues ont été testées en
présence du substrat spécifique de JNK, c-jun. L’activité kinase de JNK stimulée
par PdBu est tres forte, quatre fois la valeur contréle, elle est révélée dans un pic
elué a une concentration de NaCl de 200 mM (fraction 26, fig 2). NE et ET-1
stimulent aussi JNK dans les mémes fractions. La phosphorylation de c-jun
stimulée par ET-1 est détectée dans un pic élué a une concentration de NaCl de
200 mM (fraction 26, fig 2). La stimulation par NE de l'activité de JNK a été
observée dans un pic de phosphorylation de c-jun élué a une concentration de
NaCl de 216 mM (fraction 27, fig 2). En comparant les effets de NE et ET-1 sur
I'activité de JNK, on obtient une augmentation par rapport a I'activité des cellules
quiescentes de respectivement 91% et 190% (n=2). Comme pour la voie ERK,
JNK est activé par les trois facteurs hypertrophiants, toute fois la stimulation par

PdBu est la plus puissante.
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Figure 2: Activation de la voie JNK dans les myocytes cardiaques des

ventricules des rats nouveau-nés stimulés par ET-1, NE et PdBu

Les cardiomyocytes des rats nouveau-nés ont été exposés 5 min a 1 uM NE ou 10 nM
ET-1 ou et 100 nM PdBu. Les lysats protéiques ont été séparés par FPLC sur une
colonne Mono Q saturée par un gradient linéaire de NaCl (0-0,4 M, ligne en poitillée).
Les fractions obtenues ont été testées pour la mesure de la phosphorylation de c-jun,
substrat de JNK comme décrit dans la section matériel et méthodes. L’incorporation de
la radioactivité a été mesurée par phosphor-imaging (Bio-Rad GS 525 Molecular
analyser). Les valeurs ont été normalisées par rapport au niveau d’activité le plus
elevé. La figure du bas a permis de comparer les effets de la stimulation par NE et ET-

1 sur I'activité de JNK.
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3.1.3 Activation de p38 MAPK par ET-1, PdBu et NE

L'activation de la voie p38 MAPK a été démontrée dans les myocytes cardiaques
stimulés par PE (96) et par ET-1 (97). Pour explorer l'activité de la voie p38 MAPK
nous avons examiné la stimulation de I'activité de son substrat MAPKAPK-2. Une fois
activée, MAPKAPK-2 phosphoryle une petite protéine de choc thermique hsp 27 (189).
Il est important de souligner que Hsp 27 n’est pas un substrat spécifique de
MAPKAPK-2, elle peut étre phosphorylée par d’autres kinases. Nous avons mesuré
I'activité de MAPKAPK-2 dans les myocytes des rats nouveau-nés traités par 1 uM
NE, 10 nM ET-1 et 100 nM PdBu. Les cellules ont été exposées pendant 5 min aux
différents agonistes puis 500 pug de lysats protéiques ont été séparés par FPLC sur
colonne Mono Q et Mono S. L'activité de MAPKAPK-2 a été dans un premier temps
analysée dans les fractions séparées par la colonne Mono Q. Les résultats obtenus
ont révélé six pics de phosphorylations de hsp 27 (fractions 26, 35, 37, 40, 43 et 47 fig
3a). L’activité induite par PdBu révéle un pic majeur élué a une concentration de NaCl
de 350 mM (fraction 43 figure 3a). L’activité détectée dans le pic majeur est cinq fois
plus élevée que celle dans les cellules quiescentes. Deux pics d’activité ont été
detectés dans les fractions 37 et 40, élués a des concentrations de NaCl respectives
de 300 mM et 320 mM (fig 3a). Trois autres pics mineurs observés dans les fractions
26, 35 et 47 ont été élués a des concentrations de NaCl respectives de 200 mM, 280
mM et 400 mM (fig 3a). L'activité de hsp 27 n’étant pas spécifigue de MAPKAPK-2, un
ou plusieurs pics d’activité peuvent résulter de lactivité d’autres kinases présentes
dans les fractions protéiques. Néanmoins, on peut considérer que la stimulation par
PdBu induit une tres forte activitt de MAPKAPK-2. NE stimule la phosphorylation de
hsp 27 : un pic majeur a été détecté dans la fraction 38, élué a une concentration de

NaCl de 300 mM (fig 3a). Cependant l'activité de ce pic est plus faible que celle
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observée dans le pic stimulé par PdBu. Un second pic plus faible a été détecté dans la
fraction 35, élué a une concentration de NaCl de 280 mM (fig 3a). Contrairement a ce
qui a été observé pour ERK et JNK, ET-1 active faiblement hsp 27. En effet un seul pic
d’activité est révélé, élué a une concentration de NaCl de 350 mM (fraction 43 figure
3a). En comparant les effets de NE et ET-1 sur I'activité kinase de p38, nous avons
obtenu une augmentation de la phosphorylation de hsp 27 de 55% et 77% (n=2).
Comme pour ERK et JNK, on constate que les trois agonistes stimulent I'activité de

p38 MAPK, et que PdBu active puissamment cette voie.

Les huit premiéres fractions séparées par FPLC sur la colonne Mono Q ont été
separées sur la colonne Mono S. L'activité de MAPKAPK-2 a été analysée par des
tests de stimulation de l'activité MAPK en présence du substrat hsp 27. Pour pouvoir
comparer les effets de l'activation de MAPKAPK-2 dans les fractions séparées par la
colonne Mono Q et celles séparées par la colonne Mono S, les valeurs ont été
normalisées au niveau le plus élevé d’activité observé dans la Mono Q. L’activité de
hsp 27 stimulée par PdBu a été révélée dans un pic majeur élué a une concentration
de NaCl approximative de 320 mM (fraction 40, fig 3b). NE et ET-1 ne semblent pas
stimuler l'activité de MAPKAPK-2 dans les fractions séparées dans la MONOS. Ces
résultats suggérent la présence de deux isoformes de MAPKAPK-2, dont une serait
activée dans les fractions séparées par la colonne Mono Q et I'autre dans la colonne
Mono S. Stokoe et ses collaborateurs ont identifié deux isoformes de MAPKAPK-2
dans les cellules du muscle lisse de lapin (190). Une étude récente de Allen et ses
collaborateurs (201) a montré la présence de deux formes distinctes de MAPKAPK-2
qui ont été dénommées MAPKAPK-2a. et MAPKAPK-2B dans les myocytes cardiaques
de rats adultes. L'activité de chacune de ces deux isoformes a été séparée par

chromatographie sur des colonnes Mono Q et Mono S.
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Figure 3a : Activation de p38 MAPK dans les myocytes cardiaques des ventricules

des rats nouveau-nés stimulés par ET-1, NE et PdBu

L’activation de p38 MAPK a été testée de facon indirecte par la mesure de I'activité d'une
kinase en aval MAPKAPK-2 en utilisant hsp 27 recombinant comme substrat. Les
myocytes cardiaques isolés des ventricules des rats nouveau-nés ont été maintenus en
culture 24 h dans du sérum et 48 h dans un milieu DMEM sans sérum. Les cellules ont
été traitées par 1 uM NE ou 10 nM ET-1 ou 100 nM PdBu, puis lysées comme décrit dans
la section matériel et méthodes. les lysats protéiques (500 ug) ont été séparés par FPLC
sur une colonne Mono Q. La phosphorylation de hsp 27 a été détectée dans un profil
d’élution par un gradient linéaire de NaCl (0-0.4 M). L'incorporation de la radioactivité &
été mesurée par phosphor-imaging (Bio-Rad GS525 Molecular analyser). Les valeurs ont
été normalisées au niveau le plus haut d’activité mesurée. La figure du bas a permis de

comparer les effets de la stimulation par NE et ET-1 sur 'activité de MAPKAPK-2.

Figure 3b : Activation de MAPKAPK2 dans les myocytes des ventricules des rats
nouveau-nés stimulés par ET-1, NE et PdBu et séparée par FPLC sur colonne

MONOS

Les huit premieres fractions obtenues dans la colonne Mono Q (figure 4a) ont été
combinées puis séparées une seconde fois par FPLC sur une colonne Mono S, saturée
par un gradient de NaCl (0-0,4 M, ligne en pointillée). L’activité de MAPKAPK-2 a été
mesurée dans les fractions obtenues dans la colonne Mono S, en présence du substrat
hsp 27. L'incorporation de la radioactivité a été mesurée par phosphor-imaging (Bio-Rad
GS 525 Molecular analyser). Les valeurs ont été normalisées au niveau le plus élevé
d’activité mesurée. La figure du bas, montre les effets de la stimulation de I'activité de

MAPKAPK-2, par NE et ET-1.
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3.1.4 L’activation des voies MAPK ERK ne semble pas étre suffisante
pour stimuler I'hypertrophie cardiaque observée in vitro dans les

myocytes cardiaques des rats nouveau-nés.

Pour explorer le réle de la voie ERK dans la réponse hypertrophique stimulée
par NE et ET-1, nous avons utilisé un inhibiteur pharmacologique de cette voie.
PD 98059 inhibe MEK 1 en se liant a sa forme inactive empéchant son activation
par Raf et les MKK (191). PD 98059 n’affecte pas de fagon significative I'activité
de MEK et de ERK lorsqu’elles sont déja phosphorylées. C’est un inhibiteur
sélectif de la voie MAPK ERK et il ne semble pas agir sur les voies JNK et p38
MAPK (28). La stimulation des myocytes cardiaques pendant 24h par 1 uM NE
et 10 nM ET-1 augmente lincorporation de la [*H] leucine de respectivement
5217% et de 33+2% (figure 4). Le prétraitement de 15 min par 50 uM PD 98059
n’inhibe pas la synthése protéique induite par NE (4212%) et par ET-1(32+4%).
Ces résultats montrent que la voie ERK activée dans les myocytes cardiaques

par ET-1 et NE n’affecte pas la croissance cellulaire.
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Figure 4 : PD 98059 n’inhibe pas la synthése protéique induite par NE et

ET-1 dans les myocytes cardiaques des ventricules des rats nouveau-nés

Les myocytes isolés a partir des ventricules des rats nouveau-nés cultivés dans
un milieu sans sérum pendant 48 h ont été prétraités 15 min avec 50 uM PD
980589 Finhibiteur de MEK, puis stimulés pendant 24h par 1 uM NE ou 10 nM ET-
1 en présence de 2 uCi/ml de la [°H] leucine comme décrit dans la section
matériel et méthodes. La synthése protéique a été mesurée par l'incorporation
de la *H leucine. Chaque valeur représente la moyenne + I'erreur type (S.E.M).
Des résultats similaires ont été obtenus dans quatre différentes expériences. Les
résultats sont représentés comme pourcentage du taux basal de la synthése

protéique.
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3.1.5 L’activation de p38 MAPK stimulée par NE, ET-1 et PdBu n’a pas
d’effet sur la synthése protéique des myocytes cardiaques des rats

nouveau-nés.

Pour explorer le role de la voie p38 MAPK dans I'hypertrophie des myocytes
cardiaques en culture, nous avons utilisé un inhibiteur pharmacologique de cette
voie. SB-203580 est un composé de la classe des pyridinyl imidazoles qui inhibe
les isoformes P38 o/f MAPK (75). Les cellules prétraitées 15 min par SB-
203580 ont été exposées pendant 24 h a 1 uM NE ou 10 nM ET-1 ou 100 nM
PdBu en présence de la [*H] leucine. Les résultats obtenus montrent que les
stimulations par ET-1 NE et PdBu augmentent la synthése protéique par 45%13,
60%+12 et 45%+4 respectivement. La présence de SB- 203580 n’affecte pas la

synthése protéique (figure 5).
3.1.6 L’activité de p38 stimulée par NE est inhibée par SB-203580

Pour vérifier I'effet de SB-203580 sur la voie p38 MAPK, nous avons stimulé
l'activation de cette voie dans les myocytes cardiaques. Les cellules ont été
traitées pendant 5 min par 1 uM NE. La NE a stimulé de 240% lactivité de
MAPKAPK-2 (figure 6). Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus dans les
fractions séparées par la colonne Mono Q. Le prétraitement par 10 uM SB-
203580 inhibe completement la réponse stimulée par NE (figure 6). Ces résultats
démontrent que la voie p38 MAPK, sensible a SB-203580, activée dans les
cardiomyocytes ne semble pas participer au processus hypertrophique de ces

cellules.
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Figure 5 : SB-203580 n’a pas d’effet sur la synthése protéique induite par
NE, ET-1 et PdBu dans les myocytes cardiaques.

Les cellules ont été traitées 15 min par 10 uM SB-203580 avant d’étre exposées
pendant24 h a 1 uM NE ou 10 nM ET-1 ou 100 nM PdBu. La synthése protéique
a été mesurée par l'incorporation de la [*H] leucine. Chaque valeur représente la
moyenne + S.E.M. Les résultats sont représentés comme un pourcentage du

taux basal de la synthese protéique.

Figure 6 : Effet de NE et de SB-203580 sur I'activité de p38 MAPK dans les

myocytes cardiaques.

Les myocytes des ventricules des rats nouveau-nés maintenus en culture dans
un milieu sans sérum pendant 48 h ont été traités 15 min par 10 uM SB-203580
avant d’étre stimulés 5 min par 1 uM NE. Les lysats protéiques préparés ont été
immunoprécipités avec un complexe AC MAPKAPK2-protéine A/G Agarose
comme décrit dans la section matériel et méthodes. Les complexes immuns ont
été laves et l'activité de p38 MAPK a été testée par la mesure de l'activité de
MAPKAPK-2 en présence du substrat hsp 27. L'incorporation de la radioactivité
a eté quantifiée par phosphor-imaging (Bio-rad GS 525 Molecular anlyser). Les
résultats ont été scannés par Laser densitométrie. Des résultats similaires ont

eté obtenus dans deux différentes expériences.
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3.2 Roéle de NO dans la régulation de la régulation de I’activité de

MAPK ERK : Modulation de I’expression de MKP-1

3.2.1 NO stimule Pexpression de FARNm MKP-1 dans les fibroblastes

cardiaques des rats nouveau-nés.

L’action antiproliferative du GMPc intracellulaire a été démontrée dans les
fibroblastes cardiaques ainsi que dans les cardiomyocytes stimulés par NE
(184). La production de GMPc intracellulaire est stimulée par le NO ainsi que par
'ANF (184). Pour explorer le réle du NO dans la régulation de l'activité de
ERK1/2, nous avons examiné lI'expression de MKP-1 dans les fibroblastes
cardiaques des rats nouveau-nés. Le traitement des fibroblastes avec 100 uM
SNAP a augmenté I'expression de FARNm MKP-1 aprés 15 min de 220+£30%.
L’expression de MKP-1 est maximale a 30 min (350160%), elle a été maintenue
entre 60 et 120 min (figure 7). Ces résultats démontrent que le NO module
induction de I'expression de MKP-1 et, que cet effet est probablement médié
par le second messager GMPc. Pour vérifier cette hypothése, les fibroblastes
cardiaques ont été traités avec le 8-bromo GMPc pendant 30 min. Les résultats
ont montré une augmentation de I'expression de MKP-1 équivalente a 3 fois le
témoin (n=2) (les résultats ne sont pas montrés). Une étude similaire réalisée
dans les cardiomyocytes, montre le méme profil d’expression de FARNm MKP-1
(n=1) (figure 8). De plus dans les cardiomyocytes on voit une seconde bande
d’expression de MKP-1, plus petite qui pourrait correspondre & une autre

isoforme de MKP-1 (figure 8)
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Figure 7: SNAP stimule Pexpression de MKP-1 dans les fibroblastes

cardiaques

Les fibroblastes cardiaques des rats nouveau-nés ont été traités par 100 uM
SNAP pour différents temps de stimulation 15, 30, 60, et 120 min. Les ARN
totaux (15 pg) ont été séparés sur un gel de 1,3% agarose, 4% formaldéhyde,
puis transférés sur une membrane de nitrocellulose. (A) La membrane a été
hybridée par une sonde radiomarquée pour le géne codant pour MKP-1, et par
une sonde codant pour le géne GAPDH, afin de normaliser les quantités d’ARN
sur la membrane. Aprés chaque hybridation, la membrane était soumise a
l'autoradiographie et le film ainsi obtenu était analysé par densitométrie au laser..
(B) Le niveau de FARNm de MKP-1 a été quantifié par densitométrie au laser.
Chaque valeur représente la moyenne + S.E de quatres expériences. SNAP 15
min p< 0,03, SNAP 30 min p<'0,02, SNAP 60 min p< 0,01 comparativement au

contrble.

Figure 8: SNAP induit I'expression de 'ARNm de MKP-1 dans les

myocytes cardiaques

Les myocytes isolés des ventricules des rats nouveau-nés ont été traités par 100
uM SNAP pour différents temps de stimulation 15, 30 ou 60 min. Les ARN
totaux (15 pg) ont été séparés sur un gel de 1,3 % d’agarose et 4% de
formaldehyde puis transférés sur une membrane de nitrocellulose. La membrane
a été hybridée par une sonde radiomarquée codant pour le géne MKP-1. Les
résultats ont été normalisés en hybridant la membrane par une sonde
radiomarquée codant pour le géne GAPDH. Puis la membrane a été exposée a

I'autoradiographie.
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4.1 Discussion

4.1.1 Roles des voies MAPK dans ’hypertrophie cardiaque

Le role des voies MAPK dans I'hypertrophie cardiaque a regu beaucoup d'attention
durant cette demiére décennie. L’élucidation des mécanismes moléculaires qui
ménent a la genése du phénotype hypertrophique présente un intérét clinique

considérable, et a suscité de nombreuses recherches.

Plusieurs stimuli ont été impliqués dans I'hypertrophie des cardiomyocytes, parmi eux
on reconnait les facteurs de croissance (FGF et PDGF), les cytokines et les facteurs
neurochormonaux (les agonistes a4-AR, ET-1, A II). L’équipe de Chien a démontré
que la stimulation des myocytes cardiaques des rats néonataux par ET-1 et PMA
induit des réponses caractéristiques de I'hypertrophie (augmentation du contenu
protéique, accumulation et réorganisation des sarcoméres, réexpression de génes
foetaux et des génes codant pour des protéines contractiles) (114). La PKC a été
considérée comme étant le principal effecteur des réponses hypertrophiques (114).
Dans notre étude nous avons démontré que les GPCR (Gq/Gi) tels que NE et ET-1
ainsi que PdBu augmentent la synthése protéique des myocytes cardiaques des rats
nouveau-nés (Fig 4 et 5). Nous nous sommes également intéressés aux effets
régulateurs des voies MAPK sur la croissance des myocytes cardiaques induite par

ces facteurs.

L’activation de la voie MAPK ERK a été obtenue aprés 5 min de stimulation par ET-1,
NE et PdBu. Nous avons observé une puissante stimulation de cette activité par
PdBu (figla et1b). L’activation de la voie ERK par ET-1 est plus forte que celle

stimulée par NE (fig1a). Toutefois, on ne remarque pas d’écart important quant a la
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stimulation de la synthése protéique par NE et ET-1 (fig 4). Pour examiner les effets
de l'inhibition de la voie ERK 1/2 sur la synthése protéique des cardiomyocytes, nous
avons utilisé un inhibiteur pharmacologique de cette voie, PD 98059, dont le principal
effet est d’'inhiber I'activation de MEK1 par Raf (191). Nos résultats démontrent que
PD 98059 n’a aucun effet sur la synthése protéique des myocytes cardiaques induite
par NE et ET-1. Une étude récente de Choukroun et collaborateurs a montré que le
traitement des myocytes avec 50 uM PD 98059 bloque I'activité de ERK stimulée par

ET-1, mais ne bloque pas la synthése protéique (171).

Plusieurs études ont identifié I'activation de Ras comme événement proximal majeur
impliqué dans I'hypertrophie des myocytes cardiaques. In vitro, l'injection d’une forme
oncogénique de Ras dans les myocytes cardiaques de rats nouveau-nés augmente
la taille de la cellule et induit 'activation d’'un promoteur de 'ANF (192,193). Une
étude menée dans notre laboratoire (202) démontre également I'implication de Ras
dans l'hypertrophie cardiaque. En effet la stimulation des cardiomyocytes des
ventricules des rats nouveau-nés par 1 uM NE et 10 nM ET-1 pendant 24h,
augmente la synthése protéique et induit I'expression de 'TARNm du géne codant
pour 'ANF qui est un marqueur de I'hypertrophie cardiaque. Le traitement des
mémes cellules par BMS-191563, un inhibiteur de Ras, bloque la synthése protéique
et inhibe I'expression de 'ANF. Cependant le prétraitement par BMS-191563 inhibe
complétement I'activation de ERK stimulée par NE, et partiellement celle induite par
ET-1. Ces résultats démontrent 'activation par Ras de la voie MAPK ERK, mais
Ieffet de Ras sur I'hypertrophie des myocytes cardiaques n’'est pas transmis par la
voie ERK1/2. L'absence d'inhibition compléte par BMS-191563 de la voie ERK
stimulée par ET-1 suggeére l'implication d’'une voie de signalisation autre que Ras.

Bogoyevitch et ses collaborateurs ont suggéré que l'activation de ERK par ET-1
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dépendait de deux voies de signalisation dont I'une implique la PKC (166). Les
mécanismes de transmission des signaux de la surface de la cellule au noyau ne
sont pas completement élucidés, mais il demeure néanmoins clair que I'activation de
la PKC est un événement proximal qui peut initier la réponse hypertrophique(164).
Les éléments en faveur du rdle de la PKC sont d’une part I'induction par les esters de
phorbol de certains traits caractéristiques de la réponse hypertrophique (164,163) et
d’autre part, les agonistes hypertrophiques (ET-1 et NE) qui agissent a la surface de
la cellule par des GPCR (Gq/Gi) activant la PLCB. Celle-ci stimule I'hydrolyse des
phosphoinositides libérant ainsi le DAG et I'lP3 qui activent la PKC (157,124,121).
Nos résultats sont de ce fait en accord avec des études précédentes qui ont
démontré par [l'utilisation de PD 98095 inhibiteur de MEK1, de mutant
constitutivement actif de MEK1 ou de mutant dominant inhibiteur de Raf 1 et de ERK,
que cette voie n'était ni nécessaire ni suffisante pour I'expression des traits

caractéristiques de la réponse hypertrophique (194,169, 90,195).

Les voies MAPK JNK et p38 sont connues pour étre activées dans divers types
cellulaires essentiellement par les facteurs de stress cellulaire tels que les cytokines
(IL-1B), les irradiations (UV) et le choc hyperosmotique. Des études récentes ont
démontré l'activation de JNK/SAPK par les agonistes hypertrophiques (89, 90). Nous
avons obtenu lactivation de JNK aprés 5 min d’exposition des myocytes des
ventricules de rats nouveau-nés aux irradiations UV, et cette activation est maximale
aprés 20 minutes. La voie JNK a également été activée par IL1-B aprés 5 min de
stimulation et cette activation a été maintenue pendant 30 min (les résultats ne sont
pas montrés). Nous avons démontré l'activation de la voie JNK dans les myocytes
cardiaques des ventricules de rats nouveau-nés par les GPCR et par PdBu. PdBu

provoque une forte stimulation de 'activité de JNK (fig 2), beaucoup plus puissante
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que celle obtenue aprés traitement par ET-1. Nos résultats sont a 'opposé de ceux
obtenus par Bogoyevitch et ses collaborateurs qui ont montré que la stimulation par
ET-1 des myocytes cardiaques des rats nouveau-nés active la voie JNK, alors que le
traitement par PMA n’a eu aucun effet (89). Le choix de I'ester de phorbol pourrait
expliquer ce résultat. De plus la méthode expérimentale utilisée par Bogoyevitch était
une immunoprécipitation de JNK avec un AC anti JNK1. Une étude récente de
Ramirez et ses collaborateurs a démontré l'activation de JNK dans les myocytes
cardiaques des rats nouveau-nés traités par des agonistes «4-AR (PE), via le
recrutement par Ras d’'une MKK qui active préférentiellement JNK. L'implication de
JNK dans l'hypertrophie cardiaque a été démontrée par l'utilisation d’'un mutant
MEKK constitutivement actif qui stimule I'expression du géne de 'ANF, tandis qu'un
mutant dominant négatif MEKK inhibe cette expression (90). Choukroun et ses
collaborateurs ont obtenu des résultats similaires en surexprimant des mutants actifs
des composants de la voie JNK, et en utilisant des dominants négatifs qui inhibent
l'activité de cette voie (171). Ces résultats sont a considérer avec discemement, car
ils ne refletent pas I'activation de la voie JNK dans I'hypertrophie cardiaque induite
par des agents physiologiques. Jusqu'a ce jour, il n'existe pas d'inhibiteur
pharmacologique adéquat d’un des composants de la cascade JNK, ce qui limite les

recherches utilisant des stimuli hypertrophiques physiologiques.

L'intérét pour la voie p38 MAPK est récent. Dans le coeur intact la voie p38 est
activée par l'ischémie, l'ischémie/reperfusion (92,94) et par le stress oxydatif (196).
Deux groupes de chercheurs ont suggére I'implication de la voie p38 MAPK dans le
développement du phénotype hypertrophique dans les myocytes cardiaques des rats
nouveau-nés. La transfection de formes constitutivement actives MKK6 (96,95) ou

MKK3 (95) induisent des changements transcriptionnels et morphologiques associés



74

a la reponse hypertrophique (augmentation de la taille des cellules, expression du
gene de 'ANF et réorganisation des sarcomeéres). Dans cette étude, nous avons
également démontré lactivation de la voie p38 MAPK dans les myocytes des
ventricules de rats nouveau-nés, stimulés par ET-1, NE et PdBu. Cette activation
conduit a l'activation de MAPKAPK-2, substrat de p38 MAPK (76) résultant en une
augmentation de la phosphorylation de hsp 27, petite protéine de choc thermique qui
joue un réle dans la protection du cytosquelette, et qui est un substrat non spécifique
de MAPKAPK-2 (76). Nous avons observé 'activation de la voie p38 MAPK apres 5
min d’exposition des myocytes cardiaques aux agonistes hypertrophiques (fig 3a).
Comme pour les voies ERK et JNK, la voie p38 est puissamment activée par PdBu,
tandis que les stimulations par ET-1 et NE sont plus faibles. Un seul pic d’activité de
MAPKAPK-2 stimulée par PdBu a été détecté dans les fractions séparées sur
colonne Mono S. Ce résultat suggere que lactivité de l'isoforme de MAPKAPK-2
présente dans la Mono S soit insensible a la stimulation par les GPCR. A notre
connaissance, cette étude est la premiere a avoir démontré 'activation par les esters
de phorbol de la voie p38 MAPK. Une étude de Clerk et collaborateurs montre
I'activation de la voie p38 par ET-1 et PE dans les myocytes de ventricules de rats
nouveau-nés (97), ces résultats sont en accord avec nos propres observations. Pour
explorer le role de la voie p38 MAPK dans I'hypertrophie des myocytes cardiaques,
nous avons utilisé un inhibiteur pharmacologique de cette voie. SB-203580 est un
puissant inhibiteur des isoformes p38 o/ MAPK, mais pas des deux autres membres
p38 y/6 MAPK Nous avons tout d’abord démontré que la stimulation des myocytes
cardiaques des ventricules des rats nouveau-nés par ET-1, NE et PdBu pendant 24 h
augmente la synthése protéique, qui est considérée comme un des traits

caractéristiques de I'hypertrophie cardiaque. Cependant, le traitement des cellules
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par SB-203580 n'a eu aucun effet sur la synthése protéique induite par ces
agonistes. De plus, nous avons pu vérifier que le traitement des myocytes cardiaques
par 10 uM SB-203580 bloque complétement 'activité de p38 stimulée par NE. Ces
résultats démontrent que I'activation de la voie p38 MAPK sensible au SB-203580
n’est pas nécessaire dans l'induction de la synthése protéique stimulée par NE, ET-1
et PdBu. Ces observations vont dans le méme sens que I'étude de Choukroun et
collaborateurs qui ont montré que SB-203580 ne bloque pas la synthése protéique
induite par ET-1 et n’a aucun effet sur I'organisation des sarcomeres (171). Plusieurs
études suggeérent que l'effet de Ras dans la réponse hypertrophique est médié via
I'activation des voies JNK et/ou p38 MAPK (90,96,95). Nous avons pu vérifier que la
voie p38 MAPK activée par les agonistes des GPCR ainsi que les activateurs de la
PKC (PdBu) n’était pas nécessaire a la croissance des myocytes cardiaques. La voie
JNK/SAPK pourrait donc étre la voie des MAPK impliquée dans le processus
hypertrophique. Notre étude a essentiellement concerné un des traits caractéristique
de la réponse hypertrophique qui est la synthése protéique. D’autres investigations
sont nécessaires pour explorer 'expression des génes spécifiques de I'hypertrophie
cardiaque comme IANF. On ne peut donc éliminer I'implication des voies MAPK

dans la régulation de I'expression de ces genes.

4.1.2 Modulation de I'expression de MAPK phosphatase-1 (MKP-1) par

I'oxyde nitrique

Un des mécanismes d’action du NO est d’activer la guanylate cyclase soluble, ce qui
a pour effet de provoquer une augmentation de la production du GMPc. Le NO
exerce un effet inhibiteur sur la croissance de plusieurs types cellulaires incluant les

cellules musculaires lisses aortiques (182), les cardiomyocytes et les fibroblastes
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cardiaques (184), et cet effet est médié par le GMPc. Le mécanisme d’action du
second messager GMPc sur l'inhibition de la prolifération demeure indeterminé. Les
voies MAPK participent & la croissance de plusieurs types cellulaires. Au cours de
I'hyperplasie des fibroblastes cardiaques stimulée in vitro par All, les voies MAPK
ERK1/2 sont activées (200) ce qui a permis de suggérer leur implication dans la
croissance cellulaire. En tenant compte du role antiprolifératif de GMPc, nous avons
envisageé la possibilité d’'une régulation de I'activité de ERK par NO, via la modulation
de l'expression de MKP-1. L’activitt de ERK1/2 est régulée par les protéines
phosphatases doublement spécifiques, parmi elles on reconnait MKP-1 et MKP-2 qui
sont plus specifiques de ERK1/2 (101,102). Brondello et collaborateurs ont démontré
que l'activation de ERK 1 dans les fibroblastes de poumon de hamster chinois
(CCL39) était régulée a la baisse par linduction de MKP-1 et de MKP-2 (105).
Plusieurs autres etudes utilisant des fibroblastes NIH3T3 et d’autres types cellulaires
montrent I'induction de MKP-1 par les MAPK JNK et/ou ERK1/2 (197,198,199). Nos
résultats montrent I'induction par un donneur de NO (SNAP) de I'expression de
FARNmM de MKP-1, celle-ci est obtenue aprés 15 min d’exposition des cellules au
SNAP, elle est maximale a 30 min et est maintenue entre 60 et 120 min. A notre
connaissance, nos résultats sont les seuls a avoir montré Iinduction par le NO de
I'expression de MKP-1. Ces résultats suggerent la modulation par le NO via la
production de GMPc de I'expression de MKP-1. Dans ce cas l'activité de ERK1/2
dans les fibroblastes cardiaques pourrait étre régulée par le GMPc. Toutefois
hypothese d’'une autre voie MAPK impliquée dans I'hyperplasie fibroblastique peut
étre envisagée en tenant compte du fait que MKP-1 peut réguler a la baisse I'activité
de JNK (103). Il est intéressant de noter que dans des myocytes cardiaques des rats

nouveau-nés exposés a SNAP, on observe le méme profil d’expression de MKP-1.
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Calderone et ses collégues ont démontré [linhibition de la prolifération des
cardiomyocytes par cGMP, via le NO (184). Comme pour les fibroblastes cardiaques,
cet effet pourrait s’exercer par la modulation de I'expression de MKP-1. Dans les
myocytes cardiaques, on note également la présence d’une seconde bande de plus
petite taille, celle-ci pourrait correspondre a I'expression d'une autre isoforme de

MKP-1. Des expérimentations futures permettront I'identification de cette bande.
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4.2 Conclusion

Les meécanismes moléculaires impliqués dans I'hypertrophie cardiaque sont trés
complexes du fait des nombreuses voies de signalisations impliquées. Dans le cadre
de cette étude nous avons démontré l'activation des trois voies de signalisations
MAPK ERK JNK et p38, dans les myocytes cardiaques des rats nouveau-nés.
L'exposition de ces cellules a des facteurs hypertrophiques tels que NE, ET-1 et
PdBu active les voies MAPK, mais les effets comparés de ces trois agonistes
demontrent une puissante stimulation par PdBu. Les trois agonistes augmentent la
synthése protéique, mais ce trait caractéristique de la réponse hypertrophique n'a
pas été affecté par [utilisation des inhibiteurs des voies MAPK ERK et p38.
L’absence d'inhibition de I'incorporation de la *H leucine dans les cellules, suggére
gue ni la voie ERK ni la voie p38 MAPK ne semblent participer au processus
hypertrophique. Toutefois nous n’‘avons pas examiné les autres marqueurs de
Fhypertrophie cardiaque. La voie JNK pourrait étre un des mécanismes impliqués,
mais de nombreuses investigations demeurent nécessaires pour élucider le role de
JNK. Notre étude portait également sur la régulation indirecte de la voie MAPK
ERK1/2 par le NO dans les fibroblastes cardiaques de rats nouveau-nés. Le
traitement des fibroblastes par SNAP, un donneur de NO, induit I'expression de
MKP-1 une proteine phosphatase doublement spécifique qui, en déphosphorylant les
residus thréonine et tyrosine de ERK1/2, régule & la baisse son activité. Ce
processus pourrait représenter un mécanisme de modulation de l'activité de ERK
dans les cellules cardiaques par le second messager GMPc, qui exerce un effet
antiprolifératif sur les fibroblastes cardiaques et les cardiomyocytes. Tous ces
résultats ouvrent le champ & un large éventail d'investigations qui permettront

I'élucidation de ce processus complexe de régulation des voies tyrosine kinases.
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