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SOMMAIRE

Les catécholamines sont des régulateurs importants de la fonction cardiaque,
incluant la régulation de la contractilité ainsi que la croissance des
cardiomyocytes. Ces effets sont médiés par deux classes de récepteurs
adrénergiques, soit les récepteurs de type o1 et B. Les récepteurs al-
adrénergiques médient l'effet direct sur la croissance ou I'hypertrophie des
cardiomyocytes. En plus d'affecter la taille des cellules, les agents a1-agonistes
causent une reprogrammation génétique qui inclut I'activation transcriptionnelle
du gene de I'ANF. Bien que plusieurs voies de signalisation intracellulaire soient
activées en réponse au traitement des cardiomyocytes par des agonistes alpha1i-
adrénergiques, celles qui lient I'activation des récepteurs a1-adrénergiques a la
régulation transcriptionnelle demeurent incertaines. Des travaux antérieurs au
laboratoire ont identifié une séquence régulatrice sur le géne de 'ANF qui est
essentielle a la réponse aux agonistes ol-adrénergiques. Par clonage
moléculaire, nous avons récemment isolé le facteur de transcription, PEX1, qui
interagit avec cette séquence. PEX1 est une protéine a multiples doigts de zinc
dont l'expression semble étre stimulée rapidement suite a lactivation des
récepteurs alphai- adrénergiques. Notre étude montre que PEX1 lie la séquence
regulatrice de I'ANF, en collaboration avec GATA-4 et SRF, deux régulateurs
cardiaques majeurs, et en active la transcription. L'étude suggere fortement un
role pour PEX1 dans la signalisation nucléaire des récepteurs alphal-
adrénergiques, via des interactions combinatoires, et leur implication dans

I'hypertrophie cardiaque.
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CHAPITRE I. INTRODUCTION

Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPGs) représentent la plus
grande famille de récepteurs membranaires ; leur capacité a recruter et réguler
les protéines G (d’ou le nom) suite a un signal, permet de tracer les multiples
voies de signalisation intracellulaires aboutissant a une grande variété de
reponses telles que la régulation de canaux ioniques, la sécrétion hormonale,
ainsi que la modulation de l'activité enzymatique et de I'expression génique.
Chargés de reconnaitre et transmettre divers messages, ces récepteurs
répondent a une panoplie de ligands variant de signaux exogénes (lumiére et
odorants), a une diversité de ligands endogénes qui incluent hormones,
neurotransmetteurs, ions calciques, nucléotides, lipides, acides aminés et
peptides tels que les larges glycoprotéines '. De plus, I'expression de ces
réecepteurs dans divers organes et types cellulaires fait des RCPGs des cibles
moléculaires intéressantes, et qui actuellement représentent la cible de plus de
30 % des agents pharmaceutiques sur le marché 2.

Les RCPG possedent une structure générale relativement conservée,
constituée d'une longue chaine d’acides aminés, comportant un domaine N-
terminal extracellulaire, 7 domaines transmembranaires reliés par 3 boucles
intracellulaires et 3 boucles extracellulaires, et un domaine C-terminal
intracellulaire *. Ils sont classifiés en quatre sous-familles partageant chacune
une séquence consensus : la famille A qui inclut les récepteurs apparentés a la
rhodopsine et au B2-adrénergique, la famille B avec les récepteurs du glucagon,
la famille C avec les récepteurs du calcium et des neurotransmetteurs et la
famille F/S (Frizzled) 2. La famille A constitue de loin la famille la plus large et la
plus étudiée. Elle se subdivise en 6 sous-groupes majeurs qui se caractérisent
par une série de résidus-clés hautement conservés. En effet, un pont disulfure
relie la deuxiéme boucle extracellulaire a la troisieme, tandis qu’'une cystéine
palmitoylée dans la région C-terminale fait partie d'une quatriéme boucle

intracellulaire ® (Figure1).
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1.1. LES VOIES DE SIGNALISATION DES RCPGs

1.1.1. Evénements membranaires

A l'origine, il était supposé que les RCPGs étaient exclusivement localisés a
la surface des cellules ou ils étaient facilement accessibles aux ligands
hydrophiles. Cependant, il s’est avéré que plusieurs RCPGs, notamment les
récepteurs al1-A et -D adrénergiques, sont présents dans des compartiments
intracellulaires quand ils sont exprimés dans un systéme hétérologue *%. De
plus, les sites de liaison aux RCPGs différent selon les ligands ; par exemple
dans le cas des neurotransmetteurs de faibles poids moléculaires (épinephrine,
norépinephrine, dopamine, serotonin, histamine, acetylcholine), le domaine de
liaison du récepteur au ligand est présent a l'intérieur d’'une poche hydrophile
formée par l'arrangement des hélices transmembranaires . Dans ce cas,
l'interaction énergétique la plus importante est un pont ionique entre I'amine
chargée du ligand, et la chaine carboxylique d’'un résidu Asp conservé dans le
domaine transmembranaire 3 (TM3) des récepteurs amines biogéniques ’. Bien
que la majorité des ligands pour ces récepteurs classiques a petites molécules
lient des régions internes du récepteurs, quelques antagonistes agissent
cependant sur des régions extracellulaires du récepteur, tels que les
antagonistes au récepteur a1B-adrénergique, ou l'interaction est directe avec 3
résidus de la deuxiéme hélice extracellulaire 8. D’autres ligands tels que les
hormones peptidiques, ne vont lier que des domaines extracellulaires. Par
consequent, les modes de liaison des agonistes et antagonistes aux RCPGs
sont aussi diversifiés que la nature chimique des ligands. |l en demeure que le
meécanisme fondamental de [lactivation des RCPGs est conservé durant
I'évolution étant donné la capacité des différents récepteurs a activer les mémes
voies de signalisation intracellulaires et a travers les mémes classes de protéines
G.

(§]



1.1.2. Evénements cytoplasmiques

La stimulation d'un RCPG par un ligand aboutit a un changement de
conformation, responsable de l'activation d’une protéine G (Guanine nucleotide-
binding protein). Cette protéine hétérotrimérique, présente du cété cytosolique de
la membrane plasmique, va assurer la transduction du signal du récepteur a
I'effecteur. Plusieurs approches chimériques, appliquées dans les systémes
muscariniques et adrénergiques, impliquent la troisieme hélice intracellulaire
comme interface d’interaction aux différentes sous-unités o des protéines G. De
plus, en contraste a cette troisieme hélice intracellulaire responsable de
déterminer la spécificité aux protéines G, la deuxiéme hélice intracellulaire serait
importante pour l'efficacité d'activation de la protéine *'°. Les sous-unités o sont
des protéines hydrophiles, qui contiennent le site de liaison des nucléotides
guanyliques, GDP (guanosine diphosphate) et GTP (guanosine triphosphate),
ainsi que les sites d’interaction avec le récepteur, I'effecteur et le dimere By. A
I'état basal, la sous-unité o lie de préférence le GDP pour former un
hétérotrimere inactif avec le complexe By. L'activation du récepteur entraine une
dissociation du GDP qui sera substitué avec une molécule de GTP sur la sous-
unité a. De plus, le complexe By se sépare de la sous-unité a ''. Pendant
longtemps, la seule fonction connue du dimeére By était de lier la sous-unité o et
d'entrainer la désactivation du récepteur. Ce n'est que plus tard que plusieurs
études ont montré la capacité de ce dimére a activer différents effecteurs, tels
que les phosphoinositides 3-kinases (PI3Ks) '2. Ensuite, pour retourner a I'état
inactif, une activité GTPase hydrolyse le phosphate terminal du GTP qui se
transforme alors en GDP, entrainant une réassociation de I'hétérotrimére o/py.
Ce systéme qui parait simple, est cependant plus complexe, étant donné la
présence d’autres protéines capables de moduler le signal a travers les RCPGs,
notamment les RGS (Regulators of G-protein signaling), qui viennent affecter la
sensibilité de la transduction du signal ™.

Ces protéines G hétérotrimériques, responsables de médier le signal initié

par les RCPG, sont regroupés en quatre grandes familles selon le degré

3



d’homologie de séquence de la sous-unité o : Gs est couplé aux récepteurs de
fagon & stimuler I'adenylate cyclase (AC); Gi/o est couplé aux récepteurs de
fagcon a inhiber 'AC et potentialiser I'activation des canaux potassiques et
I'inhibition des canaux calciques voltage-dependant; Gg/11 active la
phospholipase C (PLCB); et enfin G12/13 active la petite GTPase Rho. Ces
difféerentes voies de signalisation médiées par les protéines G sont impliquées
dans différents systémes; en effet, Goo intervient essentiellement dans le
systeme nerveux, Gi dans le systéeme immunitaire, Gs et Gi/o dans le systéme
endocrinien et métabolique. Enfin, ces voies participent également dans des
phénoménes pathologiques cardiovasculaires tels que I'implication de Gg/11
dans [I'hypertension, dans [I'hypertrophie cardiaque et dans ['activation

plaquettaire ™.

1.1.2.1. Signalisation induite par Gs

La signalisation induite par Gs, exprimée de fagon ubiquitaire, représente
la voie la plus étudiée depuis plusieurs décennies. L'initiation de la cascade
débute par la stimulation d'un récepteur RCPG qui entraine la dissociation de la
protéine Gs. La sous-unité o liera le GTP pour stimuler I'adenylate cyclase (AC)
et augmenter les concentrations intracellulaires de 'AMP cyclique (AMPc). Il en
résulte l'activation des protéines kinases dépendantes de 'AMPc (PKA). Les
sous-unités actives de la PKA migrent ensuite vers le noyau afin de phosphoryler
des facteurs de transcription qui serviront d'effecteurs nucléaires. Plusieurs
groupes ont etudié les phénotypes qui résultent de I'inactivation du gene de Gas.
En effet, les souris homozygotes pour la délétion du géne meurent a un stade

embryonnaire précoce '°, alors que les hétérozygotes souffrent d'une

augmentation de [I'absorption insulino-dépendante du glucose '®; d’autres
phénotypes métaboliques et endocriniens sont aussi observés . Ainsi, Gas
semble jouer un réle essentiel au cours du développement, et son dosage est

important pour le fonctionnement de plusieurs organes. D’autres études plus



récentes ont rapporté l'implication de Gas en amont de la voie de signalisation
médiée par une protéine G monomeérique Rap-1, cette derniére activant les
MAPKs '®,

1.1.2.2. Signalisation induite par Gi

Jusqu'a récemment, cette voie était connue pour inhiber I'AC. Cependant,
plusieurs études chez la souris ont montrées que Gi pouvait activer différentes
voies de signalisation par la stimulation d’autres effecteurs *. En effet, au niveau
du systéme immunitaire, Gi joue un rdle dans la signalisation des récepteurs aux
« chemokines », ol le dimére By de la protéine Gi régule la migration des
lymphocytes T via la PI3K, et la génération d’02 via la PLCB '%; ?°. En outre, Gi
joue un réle dans I'activation plaquettaire, voie dans laquelle la PI3K représente
également un des effecteurs principaux 2'. Au niveau du coeur, des études par

Valenzuela et al. %

, ont impliqué Gi/lo dans l'activité des canaux calciques de
types L (lca, L) suite & une stimulation M2 muscarinique. En effet, ils ont rapporté
que l'inactivation des deux isoformes de Gilo (G, ,,-/-) chez la souris, affecte la
regulation des lc, | dans le cceur. Cette série d’exemples met en évidence la

diversité des signaux activés par les protéines Gi dans divers types cellulaires.

1.1.2.3. Signalisation induite par G,

La famille des G4 est formée de 4 sous-unité o: aq et o4¢ les deux
membres majeurs, sont exprimés dans plusieurs types cellulaires, a14 et a16 ont
une distribution plus restreinte. oq et ay1 médient I'activation des isoformes B de
la phopholipase C (PLC). Cette enzyme hydrolyse le phosphatidylinositol 4,5
bisphosphate (PIP;) pour former deux seconds messagers. D’'une part l'inositol
trisphosphate (IP3) qui va lier son récepteur présent a la surface du réticulum
endoplasmique et permettre le relachement du calcium intracellulaire, et d'autre
part, le diacylglycerol (DAG) qui va agir avec le calcium libéré pour activer la
protéine kinase C (PKC) . La PKC sera a son tour responsable de la

phosphorylation d'autres protéines. Au niveau du systéme nerveux central



(SNC), les souris ne possédant pas le Gq souffrent de problémes de coordination
motrice #*. Des études plus récentes dans I'hippocampe ont montré I'implication
des Gg11 dans la plasticité synaptique %5 Au niveau du coeur, plusieurs travaux
ont suggeére un lien entre I'activation de Gq et la réponse hypertrophique ; de fait,
Gq est activé par divers agents hypertrophiques tels que I'Angiotensine Il (Ang
1), 'Endothéline-1 (ET-1) et les agonistes a1-adrénergiques %. Par ailleurs, la
surexpression de Gq sous le contréle du promoteur a-MHC chez la souris,
entraine une hypertrophie cardiaque et des altérations au niveau des marqueurs
moléculaires #’. En revanche, une inhibition de la signalisation par Gq dans des
souris transgéniques (par la surexpression d'un inhibiteur de la Gq, Gql, qui
empéche linteraction Gg avec la forme activé du récepteur) a permis la
réduction de la réponse hypertrophique suite & une surcharge de pression %,
ainsi qu'une une résistance a l'insuffisance cardiaque suite a une stimulation

chronique par des agents hypertrophiques 2°.

1.1.2.4. Signalisation induite par G113

Malgre la similitude des protéines Goyz et Gayz a la famille Gs, leurs
interactions directes avec des effecteurs demeurent peu connues. Toutefois, il
est generalement accepté que Gaqz et Gayz modulent l'activité de la petite
GTPase Rho a travers RhoGEF (Rho Guanine nucléotide Exchange Factor),
pour réguler de multiples réponses cellulaires telles que la réorganisation du
cytosquelette et la modulation de la croissance cellulaire *°. Une étude par *' a
démontré que A-kinase anchoring protein (AKAP-Ibc) joue le réle d'une protéine
adaptatrice dans les fibroblastes pour permettre la liaison sélective de Gaz a
Rho in vitro. Etant donné I'expression forte de AKAP-Ibc dans le coeur, Kurose et
al. ont suggéré que cette protéine pourrait étre un RhoGEF au niveau du coeur
% Au niveau du coeur, les voies de signalisation et la fonction de Gjz/13 sont
encore sous investigation. Des travaux par Nagata et al. *?, ont révélé que Gap

et Goyz sont nécessaires pour une régulation normale de Ic,, |, et que Goyp est



specifiquement important pour linhibition de la contractilité et des courants
calciques dans les cardiomyocytes suite a une stimulation muscarinique. Par
ailleurs, plusieurs études ont suggéré l'implication de G143 dans I'hypertrophie
induite par la voie alphal-adrénergique. En effet, suite a une stimulation des
récepteurs al-adrénergiques, un inhibiteur spécifique de Goaqz, et Gauz, est
capable d’inhiber l'activation de c-Jun-NH2 terminal kinase (JNK) et la réponse
hypertrophique qui en résultent 3***. Cependant, la plupart des études effectuées
actuellement sont faites in vitro dans des modeles de transfection, il reste donc a
déterminer I'implication de cette voie dans les réponses physiologiques ou

pathophysiologiques in vivo.

1.1.3. Evénements nucléaires

L'activation des diverses voies de signalisation par les RCPGs aboutissent
finalement a la modulation de I'activité de facteurs de transcription, qui a leur tour
regulent I'expression génique. Certains exemples classiques seront mentionnés
afin d'illustrer les événements nucléaires engendrés par I'activation des RCPGs.
Dans le cas de la voie induite par Gs, I'activation de la PKA se caractérise par
une dissociation de ses différentes sous-unités, suivie de la translocation de sa
sous-unité catalytique du cytoplasme vers le noyau, qui permettra finalement la
phosphorylation du facteur de transcription CREB (cAMP Response Element
Binding protein) sur la sérine 133 *°>. CREB, un membre de la superfamille des
“basic leucine zipper”, lie le site CRE (cAMP Response Element) et recrutera a
son tour le coactivateur CBP (CREB- Binding Protein) afin d'activer la
transcription génique %%,

Un autre exemple de seconds messagers activés par les RCPGs sont les
JNKs (c-NHz Jun Kinases). Ce membre de la famille des MAPKs entraine
I'activation de facteurs de transcription. Parmi les différentes cibles de JNK, AP-1
est considéré comme un des effecteurs nucléaires classiquement étudié¢ *. Au
niveau du cceur des études ont rapporté une augmentation de I'activité cardiaque

de AP-1 suite a une activation de JNK dans des modéles de rats soumis a des
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injections d’angiotensine (Ang IlI) %. Cette hausse de l'activit¢ de AP-1, qui
résulte de I'héterodimeérisation des protéines c-Jun et c-Fos, régule I'expression
de divers génes contenant le site consensus de AP-1 “°; c’est le cas du géne
codant pour la chaine légére de la myosine (MLC-2v), dont I'expression est
induite lorsque Jun et ses partenaires sont activeés par des agents
hypertrophiques au niveau des cardiomyocytes de poulet *'. Au niveau du
systeme nerveux, l'activation de c-Jun médiée par les JNKs favorise I'action
neuro-dégénérative de JNK *2.

Par ailleurs, la calcineurine représente un autre exemple d'effecteur,
responsable de l'activation des facteurs de transcription afin de médier une
reponse aux RCPGs. Cependant, contrairement aux autres seconds messagers
qui entrainent une phosphorylation de leurs cibles, la calcineurine (nom commun
pour calcium/calmodulin-dependent serine phosphatase), est responsable de
déphosphoryler et activer les NFATs (Nuclear factor of activated T cells) *®. En
effet, les NFATs présents au niveau du cytoplasme sous la forme phosphorylée,
se déplacent dans le noyau une fois activés, et lient sous forme de monomeres
ou de dimeres le site consensus GGAAAAT présent dans la région promotrice de
plusieurs génes **. L’activation des multiples membres de la famille NFAT a été
rapportée dans divers systemes ; ils ont été impliqués dans la régulation de
I'expression des cytokines dans les cellules immunitaires *3, dans la croissance
hypertrophique du muscle squelettique *°, dans le développement normal des
valves cardiaques *°, et dans I'hypertrophie cardiaque *’.

Ces exemples montrent I'importance des voies médiées par les RCPGs dans
divers systémes, tant au niveau cytoplasmique qu'au niveau nucléaire. En effet,
le contrdle strict des facteurs de transcription par les divers seconds messagers
est a la base d’'une réponse cellulaire normale. Dans le cadre de ce projet, seule
la régulation adrénergique sera traitée, avec I'emphase sur les récepteurs a1-
adrenergiques dans le coeur, leur implication dans 'hypertrophie cardiaque et la

régulation transcriptionnelle des réponses qu’ils médient.



1.2. REGULATION ADRENERGIQUE DANS LE COEUR

L'activation du systéme nerveux sympathique (SNS) est nécessaire au
maintien de I'homéostasie cardiovasculaire. Cette réponse médiée par I'action
des catécholamines, norépinéphrine (NE) et épinéphrine (E), se fait a travers les
deux classes de récepteurs adrénergiques : o et B. Parmi les neuf sous-types de
ARs identifiés *®, au moins six sont exprimés par les cardiomyocytes. Ceux-ci
incluent les 3 B-ARs (B1, B2, p3) et les 3 sous-types de a1-ARs (aA, aB, aD).

1 est

Cependant aucun des sous-types des o2 ne semble étre exprimé
actuellement accepté que B1- est le sous-type majeur dans les cardiomyocytes
du coeur adulte normal. Cependant dans le cas de plusieurs pathologies
cardiaques, et notamment l'insuffisance cardiaque, ce premier est diminué au
profit de B2 *°. B2- est le seul sous-type des ARs & étre exprimé dans les

fibroblastes .

Le type de récepteur activé et son niveau d'expression, ainsi que le
couplage aux différentes protéines G, vont déterminer la nature de la réponse
aux catecholamines. Au niveau du cceur, cette réponse implique les récepteurs
B-adrénergiques dans la régulation de la contractilité, et les récepteurs a1 dans

la croissance hypertrophique des myocytes.

1.2.1. La contractilité par p-ARs

Il est géneralement accepté que la stimulation des B-ARs est le facteur le
plus déterminant dans I'augmentation du débit cardiaque suite a un changement
de 'environnement tel que le stress et I'exercice. Les B1-ARs qui représentent le
sous-type majeur dans le coeur, régulent la contractilité ainsi que le rythme du
coeur plutdt que la croissance cardiaque. Ces récepteurs activent 'AC via la
proteine Gs, entrainant la production de 'AMPc et I'activation de la PKA. Cette
derniére phosphoryle les différentes cibles impliquées dans la mobilisation du

calcium afin de réguler la contractilité % A long terme, ces effets compensatoires



au stress, contrélés par la PKA, sont nuisibles puisqu’ils aboutissent a une
cardiomyopathie dilatée et a une mort subite *3. Toutefois, la signalisation via les
deux récepteurs B1- et f2- dans le coeur differe * En plus d’interagir avec les
protéines Gs, les B2-ARs peuvent également étre couplés a des voies de
signalisation indépendantes de Gs et de 'AMPc. En effet, ils peuvent agir a

3558 pour inhiber I'activité de 'AC

travers les sous-unités a et By des proteines Gi
et stimuler plusieurs voies des MAPKs °*. Ces récepteurs, contrairement aux p1-
ARs, semblent avoir un effet anti-apoptotique quand ils sont surexprimés a faible
niveau dans le coeur *’. Toutes ces études suggérent qu’une thérapie potentielle
serait de combiner les antagonistes aux 1-ARs avec des activateurs modérés

des $2-ARs (figure 2).

1.2.2. Régulation de la croissance par les a1-ARs

Les récepteurs a.1-adrénergiques jouent un réle majeur dans la croissance
cardiaque °%; *°. Classiquement couplés aux protéines Gq pour engendrer
I'activation de la PLC %' es trois sous-types des a1-ARs (a1-A , a1-B et a1-D)
peuvent agir individuellement via différentes protéines G pour activer divers
effecteurs (qui seront décrits en détail dans la section suivante) et induire la
transcription génique ®. Malgré limplication des a1-ARs bien établie dans la
réponse hypertrophique, une grande variété d’autres agonistes indépendants
des récepteurs adrénergiques, notamment I'endothéline1 (ET-1) et I'angiotensine
[l (Angll), peuvent également stimuler les RCPGs et déclencher une réponse
hypertrophique. Ces divers agonistes activent plusieurs voies communes aux o1-
ARs. Néanmoins, la ou les voies de signalisation qui lient les a1-ARs aux divers
évenements cellulaires et génétiques demeurent mal définies. Le but de mon
travail de recherche consistait a étudier les mécanismes transcriptionnels induits
par les a1-ARs dans le coeur. Un apergu général sur I'expression, les voies de

signalisation et les réles fonctionnels des a1-ARs dans divers systémes sera
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présenté, avec I'emphase sur le coeur durant le développement normal et

pathologique.

1.3. LES RECEPTEURS a1-ADRENERGIQUES (a.1-ARs)

1.3.1. Structures et expressions des différents sous-types

Les récepteurs a1-adrénergiques (a1-ARs) représentent une des 3 sous-
familles de récepteurs adrénergiques (a1, a2 et B) meédiant les actions
neurotransmittrices et hormonales des catécholamines naturelles, adrénaline et
noradrénaline, pour réguler différentes fonctions dans plusieurs organes cibles.
Les trois sous-types connus chez 'homme (a1A, a1B, a1D) sont encodés par
des génes présents sur des chromosomes différents ®3. De plus, ils jouent des
roles-cles dans diverses processus physiologiques tels que la croissance du
muscle lisse et cardiaque, la modulation du métabolisme hépatique, la
neurotransmission sympathique et la régulation de l'activité musculaire dans
I'appareil génito-urinaire ®. Les études d’expression des différents sous-types de
récepteurs a1, ont été majoritairement faites chez I'humain et le rat. Dans la
plupart des cas, ces 3 sous-types sont co-exprimés dans les mémes tissus et

6

cellules. En effet, ils existent en grand nombre dans le cerveau ® et dans le

coeur ® mais également dans plusieurs types de muscles lisses ®. En
revanche, le foie exprime seul le sous-type a1B- chez le rat % et le sous-type
a1A- chez 'humain %. Les autres organes comme la rate, les poumons, les reins
et la peau expriment plus faiblement les 3 sous-types de récepteurs ail-
adrénergiques.

Les trois isoformes des a1-ARs sont homologues au niveau de leurs
domaines transmembranaires, mais different dans leurs régions C et N-
terminales. Ainsi, malgré leur action classique a travers les protéines Gqg/11 pour
activer la PLC %, les a1-ARs peuvent aussi activer d'autres voies de
6

signalisation, coopérant avec des partenaires protéiques différents Les
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différences entre les 3 sous-types de a1-ARs au niveau de la distribution
tissulaire, des propriétés de liaison aux protéines G, des voies de signalisation
diverses et des mécanismes de régulation, sont a l'origine des diverses réponses

genérées

1.3.2. Les différentes voies de signalisation induites par les a1-ARs

1.3.2.1. Evénements cytoplasmiques

Il est généralement accepté que les a1-ARs appartenant a la plus grande
famille des RCPG couplés aux protéines Gg/11, activent la PLC, induisent
I'augmentation du calcium intracellulaire et aboutissent a I'activation de la PKC.
Cependant, en plus d'activer la voie classique des PKC, les a1-ARs peuvent
également déclencher une variété de voies de signalisation médiées par divers
seconds messagers tels que les MAPKs (Mitogen-activated protein kinases) ™,
les phospholipases A2 (PLA2) "' et D (PLD) "2, impliquées dans le relachement
de 'acide arachidonique (AA), et les Jak/STATs *2. Ii reste toutefois & déterminer
si ces voies ont lieu aprés ou en paralléle a la voie classique. Remarquablement,
malgré la diversité des effecteurs et de leurs réponses transcriptionnelles
respectives, I'ensemble de ces cascades semblent agir a travers les protéines G
74

Les MAPKSs jouent un réle important dans la régulation d’'une variété de
fonctions cellulaires. Cependant, leurs mécanismes d’activation demeurent sous
investigation. Certaines études supportent I'idée que les deux sous-unités a et By
sont impliquées dans la transduction du signal a travers des voies de
signalisation différentes °. Au niveau hépatique, I'activation des a1-ARs stimule
la régénération du foie et la prolifération des hépatocytes via plusieurs MAPKs,
notamment a travers les voies p38 et JNK-dépendantes "®. Au niveau du coeur,
les 3 MAPKs (ERK, JNK et p38) sont impliquées dans I'hypertrophie cardiaque

77

induite par les agonistes a1-adrénergiques '’ (cette partie sera discutée en

détail dans les sections qui suivent). Les a1-ARs sont également impliqués dans
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la régulation de la croissance du muscle lisse, ou I'hypertrophie causée suite a
une stimulation a la norepinephrine (NE), serait médiée par la cascade des ERKs
(extracellular signal regulated kinases) via les récepteurs o1D °. D’autre part,
des études dans les PC12 (type cellulaire qui se différencie en un phénotype
neuronal) transfectées avec des récepteurs a1A (a1A —PC12) et stimulées par
la NE, ont rapporté I'implication des 3 membres principaux des MAPKs dans la
différentiation des PC12 "°. De plus, ces divers membres des MAPKs sont
également activés par d’autres sous-types de récepteurs al. En effet, les a1B-
ARs activent les p38 et ERKs sans les JNKs, et les a1D-ARs activent seuls les
ERKs "®. Ces nombreuses études exposent le réle important et complexe des
MAPKs dans la médiation des effets a1-adrénergiques au niveau des divers
organes.

Par ailleurs, d'autres effecteurs ont été impliqués dans la médiation des
voies ol-adrénergiques, et notamment par leur capacité a déclencher un
reldachement de I'acide arachidonique. En effet, les premiéres études réalisées

par Burch et al. &

, ont montré que l'activation des a1-ARs induit le relachement
de I'AA dans un type cellulaire spécifique de la thyroide de rat. Depuis, plusieurs
études ont confirmeé ce relachement dans divers types cellulaires mais a travers
des seconds messagers différents. Des travaux par Kanterman et al. &', ont
impliqué le calcium extracellulaire dans le relachement de I'AA dans les
neurones de la moelle épiniére, et ont suggére un rdle pour la PLA2. Par la suite,
des études dans des cellules de rein (Mardin-Darby canine kidney cells) ont
confirmé limplication de la PLA2 suite a la stimulation des a1-ARs; cette
activation bloquée par des inhibiteurs de la voie des MAPKs et de la PKC,
suggére que la régulation du relachement de l'acide arachidonique par les a1-
ARs se fait via la phosphorylation de la PLA2 par les MAPKs, le tout médié par
la voie classique de la PKC ', D'autres études plus récentes dans une lignée de
fibroblastes de rat (rat-1 fibroblasts), impliquent l'activation de la PLD dans le
relachement de 'acide arachidonique suite a la stimulation des a1A-ARs par la

phényléphrine (PE). Cette activité serait inhibée par des chélateurs du calcium
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extracellulaire, impliquant un réle pour le calcium dans l'activation de la PLD
suite a une stimulation des a1-ARs "2 Toutes ces études supportent I'hypothése
que les voies de signalisation médiées par les a1-ARs ne sont pas linéaires,
mais que les différents seconds messagers activant des cibles spécifiques font

partie d’'un réseau ol convergent divers signaux.

1.3.2.2. Evénements nucléaires

Au niveau transcriptionnel, les différents sous-types des a1-ARs et leurs
nombreux seconds messagers entrainent des réponses diverses. En effet, des
études de transfections stables des différents sous-types de récepteurs o1-
adrénergiques dans les PC12 stimulées a la NE, ont souligné que le profil
d'activation transcriptionnelle différe entre les divers isoformes ®. Ces travaux
montrent qu'en plus des différences qui existent au niveau de l'activation des
effecteurs, les sous-types a1B et a1D sont moins efficaces que o1A dans
I'activation de divers rapporteurs qui incluent luc-NFAT, luc-AP-1, luc-CRE, luc-
SRE et luc-NF«B ®2. Par ailleurs, d’autres travaux ont impliqué les STATs (Signal
Transducers and Activators of Transcription) comme cibles nucléaires des
recepteurs o1A-adrénergiques dans les pC12; ces derniers une fois
phosphorylés, vont dimériser ; leur translocation au noyau va leur permettre de
lier des sites consensus spécifiques et donc altérer la transcription 3.
L’ensemble des ces études montre que les différents sous-types ont des affinités
différentes pour les seconds messagers et résultent par conséquent en une
expression génique variée.

Par ailleurs, les voies de signalisation médiées par les a1-ARs au niveau
du cceur, ont été intensivement étudiées dans les derniéres décennies. Ces
récepteurs regulent différentes réponses impliqguées dans la croissance

cardiaque, et notamment dans des conditions pathologiques telles que

I'nypertrophie. Les différents sous-types (a1A, a1B, a1D), bien que colocalisés

14



dans les cardiomyocytes, sont a [lorigine de ces multiples réponses
intracellulaires, qui varient aussi selon I'age et l'espéce. Les diverses voies
impliquées dans la réponse adrénergique au niveau du cceur, seront étudiées

individuellement en paralléle avec leur implication dans 'hypertrophie.

1.3.3. Roles fonctionnels des voies a1-adrénergiques dans divers systémes

1.3.3.1. Les réles fonctionnels des a1-ARs dans le systéme nerveux central

Les a1-ARs jouent un réle clé dans la médiation de la neurotransmission
sympathique dans le systéme central et périphérique. Cependant, le manque de
selectivité des agonistes et antagonistes aux différents sous-types, et leur
difficulté a franchir la barriere hémato-céphalique, n’'ont fait que retarder les
études sur le réle fonctionnel de ces récepteurs . De nombreuses études dans
le systeme central ont impliqué les a1-ARs comme médiateurs de I'action des
neurotransmetteurs pour moduler I'activité neuronale ®. En effet, des souris
transgéniques surexprimant des récepteurs a1B- constitutivement actifs dans
tous les tissus qui normalement expriment ces récepteurs, et qui incluent le
cerveau, ont été générées. Elles sont caractérisées par un dysfonctionnement

8 ainsi

locomoteur reli@ a 'dge et une neuro-dégénérescence apoptotique
qu'une plus grande susceptibilité a 'épilepsie ®. De plus, des études de perte de
fonction du récepteur a1B-AR chez la souris, ont rapporté une activité
exploratrice diminuée et un comportement anticipé altéré, suggérant I'implication
des a1B-ARs dans la modulation de la mémoire et de I'activité exploratoire en
réponse au stress ®’; . Au niveau de la signalisation, ces effets sont médiés
dans le cervelet et I'hippocampe par Gg et G11, les deux membres principaux
des protéines G exprimés dans le SNC, et ceci a travers 'activation de la PLCB
¥ Toutefois, malgré la densité majeure des «1-ARs et leur réle capital dans le
SNC %, les mécanismes moléculaires a la base des différentes fonctions

demeurent mal caractérisés et sous investigation.
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1.3.3.2. Les roles fonctionnels des a1-ARs dans le systéeme hépatique

Au niveau du foie, les catécholamines sont impliquées dans diverses
fonctions hépatiques. A court terme, ces hormones sont responsables de
moduler le métabolisme hépatique, et potentialisent la glycogénolyse et la
gluconéogenése *°'. Cependant, a plus long terme, la stimulation des o1-ARs
par les catécholamines influence la croissance et la différentiation des

N %29 et de

hépatocytes, et module une augmentation de la synthése de I'AD
divers protéines %, in vitro et in vivo. Les voies de signalisation impliquées dans
la mediation de ces réponses distinctes demeurent peu connues. Plusieurs voies
ont été rapportées suite a [lactivation des récepteurs o1-adrénergiques,
notamment ['augmentation intracellulaire de [inositol 1,4,5 triphosphate,
accompagnée d'une élévation de calcium %°. Des travaux plus récents ont montré
que suite a une hépatectomie partiale, I'activation rapide de la voie des protéines
kinases B/AKT joue un réle anti-apoptotique impliqué dans la régénération du
foie %. Au niveau transcriptionnel, les catécholamines ont été impliqués dans la
stimulation des génes immédiats précoces, c-fos et c-jun, suggérant que ces
premiers peuvent réguler I'expression hépatique des génes contenant les

séquences AP-1 dans leur région promotrice %%,

1.3.3.4. Les rbles fonctionnels des a1-ARs dans le systéme vasculaire

Les a1-ARs jouent un réle critique dans la régulation par le systeme
nerveux sympathique de la fonction cardiovasculaire. Les 3 sous-types a1A-,
al1B- et a1D- participent a cette régulation, tel que le démontrent plusieurs
études de gain et de perte de fonction *°. Ainsi, les souris homozygotes pour des
delétions du géne a1B-AR (a1B -/-) sont viables et ne présentent aucune
anormalité au niveau de la croissance '. Cependant, on note une diminution de

la réponse de pression et de contractilité aux catécholamines au niveau de
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l'aorte, suggérant un role des a1B-ARs dans la réponse hypertensive a travers
une contraction vasculaire '®°. De plus, d’autres études ont rapporté que suite a
une infusion chronique de noradrénaline, une hypertrophie cardiaque et un
remodelage vasculaire sont observés chez une souris de type sauvage, un
phénotype absent chez les souris délétéres pour les récepteurs a1B ', Ces
travaux soulignent donc limplication de ce récepteur dans le systeme
cardiovasculaire. De plus, des études d’inactivation des a1-ARs (a1A -/-), et le
remplacement de la séquence codante de a1-A par un géne rapporteur LacZ,
ont permis de déterminer par coloration -galactosidase la localisation de ces
récepteurs surtout au niveau des croisements de vaisseaux '%. Cette distribution
pourrait donner des indices quant a la voie qu'utilise le systéme nerveux
sympathique pour contréler la circulation sanguine a travers des vaisseaux
particuliers. Des études de perte de fonction sur des vaisseaux sanguins isolés,
impliquent aussi les isoformes o1A- et «1D- dans le contréle de la
vasoconstriction . Par ailleurs, I'inactivation chez la souris du gene encodant
le récepteur a1D-AR résulte en une réponse diminuée de la pression ainsi
qu'une vasoconstriction déficiente suite a une stimulation par les
catécholamines '™ Plus récemment, le double K/O des récepteurs alA et a1B
(alap-/-) @ souligné la présence de a1D dans le coeur, et son implication dans la
médiation de la vasoconstriction '%°. L'inactivation des génes de chacun de ces
sous-types chez la souris a donc permis de décerner les différentes fonctions in
vivo de ces récepteurs, particulierement dans les tissus vasculaires et

cardiaques.
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1.3.3.5. Les roles fonctionnels des a1-ARs dans le systeme cardiague

Malgré l'implication des a1-ARs dans divers systémes, ces récepteurs ont été
majoritairement étudiés dans le coeur. Les nombreuses études sur I'expression
spatio-temporelle des différents sous-types des a1-ARs permettent peu a peu de
comprendre le réle fonctionnel de ces premiers dans le cceur. Toutefois, les
meécanismes responsables de réguler la croissance cardiaque normale et
pathologique par les «1-ARs demeurent mal définis et méritent plus
d'investigation.

Des résultats controversés concernant I'expression des «a1-ARs dans les
différents types cellulaires du coeur ont été rapportés chez le rat. En effet, des
études par Stewart et al. ont montré I'absence des a1-ARs dans les cultures
néonatales de fibroblastes cardiaques *°. Quelques années plus tard, Luther et
al. ont souligné la faible présence des 3 sous-types de a1-ARs dans la fraction,
néonatale et adulte, des cellules non-myocytaires '®. Les conditions de culture
des cellules peuvent étre a l'origine de cette différence, ainsi que les différents
types cellulaires qui peuvent exister dans une fraction non-myocytaire. En effet,
les tissus du cceur contiennent un amalgame de cellules, et cette fraction est
alors un systéme hétérologue contenant en plus des fibroblastes, des cellules
endothéliales, des cellules du muscle lisse et des mastocytes, qui représentent
un tiers des cellules totales dans les cultures néonatales chez le rat '%’. D’autres
travaux ont montré que malgré la présence des a1-ARs dans les cultures de
fibroblastes adultes, ces récepteurs ne couplent pas aux protéines G dans les
fibroblastes mais peuvent médier une réponse dans les cardiomyocytes,
suggérant une communication intercellulaire (“cross-talk”) importante entre les

% Les a1-ARs des deux types cellulaires

cardiomyocytes et les fibroblastes
Jjouent donc un réle significatif dans la réponse hormonale des tissus cardiaques
intacts, mais médient des réponses distinctes. Les fonctions qui incluent des
effets inotropiques et chronotropiques sont propres aux cardiomyocytes ; en

revanche I'expansion de la matrice extracellulaire est une fonction des



fibroblastes. D’autres fonctions comme la régulation de la prolifération, la
différenciation, et la croissance, impliqueraient les deux types cellulaires.

En plus de varier d'un type cellulaire a l'autre, le profil de distribution des a1-
ARs varie également entre les cultures néonatales de cardiomyocytes et les
cultures de ceceurs adultes. Ces différences age-dépendantes vont entrainer
plusieurs cascades de signalisation qui seront a l'origine des différentes
réponses biologiques. La plupart des études sur I'expression de ces récepteurs
montrent que 'ARNm de chacun des trois sous-types a1A, «1B et a1D existe en
tout temps dans les cardiomyocytes néonataux et adultes, cependant la
distribution relative de ces derniers differe. En effet, le sous-type a1A est
prédominant dans les myocytes a I'age adulte ' ; en revanche, le récepteur o1B
est majoritaire dans la fraction de culture néonatale non-myocytaire et son

106,109

expression diminue avec ['age En ce qui concerne oi1D, il est

généralement accepté qu'il est présent dans le coeur, surtout au niveau du

t "% mais reste faible méme aprés le développement '°. Des

ventricule droi
études par le groupe de Wenham et al ont souligné, par des analyses de
compétition avec une variété d'antagonistes spécifiques aux différents sous-
types, que malgré la présence du messager des trois sous-types dans les
cultures néonatales de cardiomyocytes de rat, seuls les sites de liaison de a1A
et a1B ont été détectés ''". Une stimulation des a1-ARs dans des embryons en
culture au jour E8 entraine un situs invertus, caractérisé par un “looping”
cardiagque inversé, possiblement li€¢ a la cascade des CaMKIl (Calcium-
calmodulin dependent kinasell) ''2. Ces résultats suggeérent 'importance du réle
des a1-ARs durant le développement embryonnaire précoce. En plus, d’'un réle
fonctionnel au niveau du développement normal, les a1-ARs ont été également
impliqués dans la régulation de la croissance hypertrophique dans le coeur '*3.
Les multiples voies de signalisations responsables de médier la réponse

hypertrophique par les a.1-ARs seront traitées en détail.



1.4. SIGNALISATION CELLULAIRE DURANT L’HYPERTROPHIE
CARDIAQUE

A l'origine, 'hypertrophie cardiaque est une adaptation du coeur a une variété
de stimuli mécaniques, hormonaux et pathologiques, qui se traduit par une
augmentation de la taille et non du nombre des cellules cardiaques ™. Ce
mécanisme compensatoire qui empéche la détérioration du cceur, se voit
cependant servir la fonction inverse quand exposé longtemps au stress, pouvant
ainsi entrainer une insuffisance cardiaque. Cette hypertrophie, connue alors sous
le nom d’hypertrophie pathologique, se traduit par des événements cellulaires
divers tels qu'une augmentation de la synthése des protéines, une réorganisation
du cytosquelette, et une réactivation des genes embryonnaires. Malgré les
differentes cascades cellulaires qui médient ces réponses hypertrophiques, les
voies a1-adrénergiques jouent un réle critique. En effet, ces cascades médiées
principalement par Gq, se poursuivront avec l'activation de différents effecteurs,

les principaux étant les PI3Ks, les MAPKSs, le calcium et les petites protéines G .

1.4.1. Réle de la PI3K dans la régulation de la croissance cardiaque

Les phosphoinositides 3-kinases (PI3Ks) sont une famille de kinases
lipidiques qui induisent différentes voies de signalisation par la phosphorylation
du groupe hydroxyle a la position 3 des lipides membranaires phosphoinositides.
Elles vont réguler, dans divers systémes, plusieurs fonctions physiologiques
telles que la prolifération, la croissance et la survie cellulaire, mais aussi la
migration et le mouvement des cellules ''°. Cependant au niveau du cceur, étant
donné la capacité limitée des cardiomyocytes a proliférer, les voies médiées par
la PI3K jouent un réle essentiellement dans la régulation de la croissance et la
survie avec un effet moindre sur la prolifération des cellules cardiaques. In vitro,
la PI3K utilise le phosphatidylinositol (PI), le Pl-4-phosphate (PI-4-P) et le Pl-4-
5-bis-phosphate (PI-4, 5-P,) comme substrat pour générer le PI(3)P, le PI(3,

4)P,, et le PI(3, 4, 5)P3 respectivement, le dernier étant le produit physiologique
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majeur *'°.

Trois classes de PI3Ks (classes |, Il et lll) existent, pourtant seule
I'expression de la classe | est reconnue et étudiée au niveau des tissus
cardiaques. En effet, cette classe constituée de 4 membres, représente un point
de convergence des cascades intracellulaires médiées par différents
récepteurs. Dans un premier temps, les PI3Ka, B et 8 sont activées par les voies
des récepteurs tyrosines kinases, tandis que les PI3Ky sont impliquées dans les
voies initiées par les RCPG, particulierement par le complexe By des protéines G
"7 Dans les deux cas, plusieurs travaux ont rapporté le réle des PI3Ks dans la
reponse hypertrophique cardiaque. Une surexpression constitutive in vivo de la
forme active de p110a, une sous-unité catalytique de la PI3K, a permis de
déceler une augmentation de la taille du cceur. Inversement, une surexpression

du dominant négatif a entrainé une réduction de la taille de ce dernier ''®

, Ce qui
suggére une corrélation directe entre l'activité de la PI3Ka et la taille du ceeur.
De plus, des études plus récentes de Crackower et al. ont montré que la sous-
unité p110a permet de médier la réponse hypertrophique cardiaque, tandis que
p110y régule négativement la fonction contractile en inhibant la production
d'AMPc, sans affecter la taille des cardiomyocytes ''°. En effet, une
augmentation de l'activité de la PI3Ky a été rapportée suite a une constriction

aortique '%°

, suggérant l'implication majeure des membres de la PI3K dans
diverses réponses hypertrophiques.

Par ailleurs, les différentes réponses cellulaires médiées par les PI3Ks,
resultent de l'activation de diverses enzymes et protéines membranaires
responsables du transport (trafficking proteins), telles que les PDKs (kinases
phosphoinositide-dépendantes), les kinases S6, et les PKB/Akt '2™'23 En effet,
plusieurs travaux ont rapporté 'implication de AKT, un effecteur majeur impliqué
dans la régulation de la croissance et la contractilité¢ des cardiomyocytes 2.
L’expression d'un dominant négatif de la p110aPI3K entraine une inhibition de
I'activité de I'Akt, et aboutit a8 une diminution de la taille des cardiomyocytes et de
la synthése des protéines '"°. D’autre part, la surexpression coeur-spécifique de
la forme active de I'Akt chez la souris aboutit a une augmentation de la taille du

115,125

coeur , ce qui implique 'Akt dans le contréle de la taille des cardiomyocytes.
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Toutefois, la surexpression d'un dominant négatif de 'AKT n’altere pas la taille
de ces derniers, laissant suggérer la participation d'un autre effecteur. En effet,
malgré des études qui ont souligné limportance de S6K pour les effets
hypertrophiques de AKT '% cette kinase impliquée dans [linitiation de la
traduction de '’ARNm pourrait également médier une forme d’hypertrophie
indépendamment de la voie PI3K/Akt. La voie PI3K-p70S6K est également
importante dans la régulation de la taille des cellules cardiaques méme suite a
d'autres stimuli tels que le stress oxydatif '%’.

Malgré I'implication de la PI3K dans la taille des cellules, le role majeur
de cette premiere demeure au niveau de la synthése des protéines, dont
l'augmentation est caractéristique de I'hypertrophie. En effet, I'activation de la
p70S6K en aval de la PI3K a été identifié¢e comme une étape critique dans
l'augmentation de la synthése protéique suite a une stimulation B-adrénergique

dans les cardiomyocytes adultes '%

. Cette kinase est responsable de la
phosphorylation de la protéine S6 de la sous-unité 40S des ribosomes, qui a
donc pour conséquence d'augmenter l'activité traductionnelle. Par ailleurs,
I'activation de la p70S6K dans les cultures de cardiomyocytes néonataux est
impliqguée dans la croissance hypertrophique suite a une stimulation aux
agonistes a1-adrénergiques '*°. Cependant, des travaux plus récents montrent
que l'activation de S6K, suite a une stimulation a la PE, n'est pas diminuée par
un inhibiteur de la PI3K; de plus, les transgéniques exprimant le dominant
negatif de la PI3K réduisent I'hypertrophie physiologique et non pathologique,
suggérant que d’autres voies sont a l'origine des réponses hypertrophiques

médiées par les récepteurs a1-adrénergiques .

1.4.2. Réle des protéines G monomériques ou ‘ petites G’

Les petites protéines G possédent un rdle important dans plusieurs
fonctions cellulaires, dont la régulation de la croissance et la prolifération
cellulaire. Ces protéines qui lient le GDP a I'état inactif, sont activées par

I'échange du GDP par un GTP. Leur activitt GTPase intrinséque va permettre
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Ihydrolyse du GTP lié¢ en GDP, et ainsi le retour a I'état inactif **'. Au niveau du
ceceur, parmi les 5 sous-familles (Ras, Rho, ADP ribosylation factors (ARF), Rab
et Ran) de la famille des petites protéines G, seule l'implication de Ras et Rho a
été rapportée 32133 En effet, le role de ces derniers dans I'hypertrophie n'a fait

que croitre.

1.4.2.1. Implication de Rho dans I'hypertrophie cardiague

La sous-famille Rho contient trois membres (RhoA, Rac1 et Cdc42)
responsables de reguler I'organisation de l'actine cytosquelettique dans divers
types cellulaires 3. Au niveau du coeur, RhoA et Rac1 ont été impliqués dans
I'hypertrophie cardiaque. En effet, des mutants permettant d’inhiber RhoA,
empéchent I'hypertrophie induite par la PE ¥ ou Gq ™* Des études plus
recentes ont rapporté [implication de la cascade Gg-Rho kinase dans
I'hypertrophie du ventricule gauche induite par I'hypertension '*. En revanche,
d'autres travaux récents par Hilal-Dandan et al. ont montré l'induction d'une
hypertrophie des cardiomyocytes néonataux suite a une stimulation au LPA
(lysophosphatidic acid) indépendante de la voie Gq classique, mais via Gi et Rho
"8 Au niveau transcriptionnel, une surexpression de RhoA entraine une
augmentation de I'expression de 'ANF, marqueur universel de I'hypertrophie ™.
Ces études ne représentent que le début d'une série d’études concernant les
multiples voies potentielles régulées par Rho, et leurs réles dans I'hypertrophie

cardiaque.

1.4.2.2. Implication de Ras dans I'hypertrophie cardiague

Les isoformes classiques de Ras (HRas, NRas, KRas et Rap) sont
responsables de reéguler la survie, la croissance et la division cellulaire. Au
niveau du cceur, certains on été détectés dans les cultures primaires de

cardiomyocytes néonataux '*®, ot ils lient et activent plusieurs protéines, dont c-
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Raf (ou encore MAPK kinase kinase), PI3K et Ral.GDC '*. Parmi les différentes
cascades impliquées dans la régulation de I'hypertrophie cardiaque suite a une
stimulation a la PE, plusieurs études ont souligné le réle déterminant de Ras et
Raf dans [linduction des marqueurs morphologiques et biochimiques de
I'hypertrophie *%'*'. En effet, la surexpression coeur-spécifique de V12Ras, une
forme mutée active de Ras, cause une hypertrophie ventriculaire et une
insuffisance cardiaque dans le modéle murin ™2 De plus, le traitement des
cardiomyocytes par la PE, augmente la proportion de la forme active de Ras .
D'autres études plus récentes impliquent Ras dans l'activation de la synthése
des protéines par la PE '**. Cependant, malgré le role capital de Ras dans la
médiation des reponses hypertrophiques, les mécanismes cellulaires demeurent

mal compris.

1.4.3. Réle des Mitogen-Activated Protein Kinases (MAPKSs)

De facon générale, la voie de signalisation des MAPKs se caractérise par une
série de kinases agissant de maniére successive pour aboutir a la double
phosphorylation et I'activation des kinases terminales p38, JNKs, et extracellular

signal-regulated kinase (ERKs)

. Ces trois sous-groupes forment les trois
branches majeures des voies de signalisation par les MAPKs. De plus, ces
différents sous-groupes, activés dans les cardiomyocytes par des signaux
neurohormonaux (Angiotensine I, Endothéline 1, catécholamines), vont jouer un
rle important dans la régulation de la croissance cellulaire au niveau du coeur
145146 En effet, le traitement des cardiomyocytes par des a1-agonistes tels que
la PE, est le modéle principal pour l'induction des critéres de I'hypertrophie :
augmentation de la taille cellulaire, réorganisation du cytosquelette, et induction
de certains génes cceur-spécifiques. Cependant, les différentes voies impliquées
dans ce reseau de signalisation sont loin d’étre comprises, et plusieurs études
demeurent contradictoires. In vitro, ceci peut s’expliquer par la présence de
plusieurs parametres, tels que les conditions de l'expérience et le stade de

développement des cardiomyocytes.

24



1.4.3.1. Ras-Raf-MEK-ERK (Extracellular signal Reqgulated Kinase)

L’importance des MAPKs a commencé avec les premieres études qui ont
rapporte le role des ERKs dans la croissance mitogénique dans différents types

" Depuis, plusieurs travaux ont impliqué ERK dans la voie de

cellulaires
signalisation médiée par Ras, particuliérement Ras-Raf-MEK-ERK . Cette voie
constituée de plusieurs protéines kinases, est hautement régulée par diverses
interactions protéiques tout au long de la cascade '*®. Au niveau du coeur, ERK
représente I'effecteur hypertrophique majeur *'*°. En effet, MEK-ERK médie
I'hypertrophie des cardiomyocytes adultes stimulés par les récepteurs ail-
adrénergiques '*°. De plus, des travaux ont rapporté I'implication de la voie Ras-
ERK dans la stimulation de la synthése protéique suite a des agents
hypertrophiques tels que la PE . Cependant, il serait prudent de noter que
quelques travaux ont rapporté des résultats différents ou méme contradictoires,
dans lesquels ERK serait nécessaire pour médier I'action anti-hypertrophique de
PANF 1132 Ces divergences peuvent résulter du fait que I'expression de ERK

153 et adultes 150,154

varie entre les cardiomyocytes néonataux , avec un effet plus
pro-hypertrophique a I'age adulte.
Au niveau de la transcription, ERK facilite la phosphorylation de multiples

4 %5 qui vont & leur tour contréler

régulateurs transcriptionnels tels que GATA-
'expression de divers génes cardiaques. Toutefois, malgré les évidences
croissantes des roles des MAPKs dans la régulation de I'expression génique, ni
la surexpression de la forme active de Ras ou de ERK " ni I'inhibition de MEK
33 nentrainent un changement au niveau de I'expression du géne de 'ANP
induit par la PE, suggérant que les ERKs seuls ne suffisent pas a la médiation
de la croissance hypertrophique et a I'expression génique qui s’en suit. De plus,

7 ot la

la surexpression cceur-spécifique de la forme active de MEK1
surexpression de Ras '*? aboutissent a une hypertrophie concentrique et a un
remodelage pathologique du ventricule respectivement. Ces phénotypes

différents peuvent refléter une capacité a Ras d’'induire d'autres voies.
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1.4.3.2. C-Jun-NH2 terminal kinases (JNKs)

JNK représente le deuxieme membre de la famille des MAPKSs, et est activé
par une variété de stress physiques, chimiques et biologiques %, d’oli son nom
de protéine kinase activée par le stress (Stress-Activated protein kinase, SAPK).
Au niveau du cceur, la cascade médiée par JNK est peu caractérisée,
L'activation de JNK par la PE place cette kinase comme membre potentiel

pouvant contribuer a la réponse hypertrophique '*°

. Les premiéres études
concernant la cascade sequentielle des JNKs, implique Ras, une protéine qui lie
le GTP, responsable de coupler et activer MEKK1 (MAPKKK) ; cette derniére va
entrainer l'activation de MEK4 (MAPKK), aboutissant a I'activation finale de JNK
(MAPK) ' JNK va & son tour phosphoryler c-Jun, qui va dimériser avec c-fos et

résulter en [l'activation de la transcripton AP-1 dépendante *

. En plus de
l'activation Gqg/11- dépendante de la voie des JNKs par la PE, des travaux ont
également rapporté une activation partiellement dépendante par les Ga12/13 .
Le réle de la cascade MEKK-JNKK-JNK dans la régulation de I'hypertrophie des
cardiomyocytes reste toutefois mal défini. Des études par Bogoyevitch (1996),
ont souligné que la surexpression de la forme active de MEKK1 induit une
augmentation modeste de la taille des cellules, ainsi qu’'une élévation de I'activité
des promoteurs cardiaques (ANP, BMHC, aSkA), toutes deux des
caractéristiques majeures de 'hypertrophie ®' . De plus, des études par Ramirez

et al. '*°

, ont par la suite montré que Ras et c-JUN-NH2 médient, a travers MEKK
et non Raf, la réegulation de I'expression genique de 'ANF stimulée par la PE. En
effet, en comparant I'activation de ERK avec celle de JNK suite a une stimulation

a1-adrénergique, ERK est activé dans les 5 minutes qui suivent 7133

alors que
JNK n'augmente que 20 minutes aprés '*°. Cette différence cinétique d’activation
est en accord avec les études de Bokemeyer et al., qui ont montré que
l'activation de JNK induit I'activité des MAP kinase phosphatase-1, une activité
qui corréle avec la diminution de I'activité des ERKs '®2. Le maintient de JNK

dans la progression de I'hypertrophie des cardiomyocytes peut s'expliquer par le
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fait que les changements morphologiques et biochimiques qui en résultent, ne
sont pas déclenchés immédiatement suite a la stimulation mais requierent un
certains temps. D'autres travaux ont rapporté par des études d’inactivation de
génes, que MEKK1, qui réprime de fagon spécifique I'activité de JNK, est

3- ceci est consistant avec un réle de

essentiel pour I'hypertrophie cardiaque '®
JNK dans I'hypertrophie. Cependant, des travaux par Liang et al. ont démontré
par des pertes de fonctions un réle anti-hypertrophique de JNK '®. Ainsi, malgré
les nombreuses études qui impliquent cette protéine dans les maladies
cardiovasculaires, la relation entre I'activation de JNK et la fonction cardiaque

dans I'hypertrophie reste a déterminer.

1.4.3.3. p38 mitogen activated protein kinases (p38Ks)

La p38 kinase représente le membre le plus récent des MAPKSs ; sa place et
son réle dans la cascade sont encore sous investigation. Dans un cceur intact, la
p38 kinase est activée par tout genre de stress dont lischémie et
ischémie/réperfusion '°'% et le stress oxydatif '%. MKK3 "% et MKK6 8, deux
membres en amont de la p38, ont été caractérisés et activent spécifiquement la
p38. Des études controversées demeurent quant au role exact de la p38, a
savoir si cette protéine a un réle protecteur ou médiateur de I'hypertrophie. Les
premieres études ont montré I'élévation et la contribution de la p38 dans I'effet
de protection contre le préconditionnement ’’. En contraste, des études plus
recentes reportent le réle central de la p38 dans I'hypertrophie. En effet, la
surexpression de MKK6 ', ou MKK3 '®° entraine 'augmentation de la taille
cellulaire, I'induction de I'activité des promoteurs (ANP, BNP et o-SkA) et une
réorganisation sarcomérique; des changements qui permettent de recréer le
méme phénotype qu'avec une stimulation a la PE. Ceci démontre donc le role
capital de MKK6 et p38 dans la régulation de I'hypertrophie. D'autres études
suggerent que la cascade de la p38-MAPK est nécessaire au maintient des
cellules durant I'hypertrophie, plutét qu’'a I'effet directe dans la stimulation de la

170

réponse hypertrophique Cet effet cytoprotecteur se fait a travers la
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phosphorylation des HSP25/27 (heat shock protein) et entraine une
désagrégation associée avec la protection de l'actine squelettique '°. Par

ailleurs, les travaux de '’

, ont montré que l'agoniste hypertrophique PE qui
stimule la phosphorylation et I'activité de liaison de CREB, implique de multiples

voies de signalisation a savoir ERKs, p38MAPK, MSK1 et PKA.

1.4.4. Le calcium, un second messager critique

Le calcium (Ca®*) joue un rdle critique comme second messager dans la
signalisation cellulaire. En effet, la concentration intracellulaire du calcium est
hautement régulée pour maintenir des fonctions physiologiques telles que la
contractilité cardiaque, squelettique et le relachement des hormones. L'élévation
du Ca*' intracellulaire entraine l'activation de multiples cascades régulées par
divers enzymes. Ces derniers possédent des localisations cellulaires différentes
et répondent, par conséquent, differemment a la mobilisation du Ca**. De plus,
plusieurs études impliquent 'amplitude et la fréquence du signal de Ca®* comme
déterminant-clé des différentes réponses transcriptionnelles. En effet, CaMK

2+ 172

(Calmodulin-dependent protein kinase), médiatrice ubiquitaire du Ca , se voit

activée en réponse a une fréquence forte et irréguliére du Ca?* '"3; en contraste,
la calcineurine est activée suite a une fréquence de Ca?* faible et soutenue 7.
Toutes les deux ont des réles importants et synergétiques au niveau de la

régulation transcriptionnelle des cardiomyocytes '7°.

1.4.4.1. R6le de CaMK dans la transcription génique et I'hypertrophie

Les CaMKs qui appartiennent a la famille des sérine/thréonine, sont

exprimées dans une grande variété de tissus. Cependant, au niveau du coeur,

172

CaMKIl représente [lisoforme majeur Plusieurs études impliquent

particuliérement les différents variants de CaMKII§, 6B et 6C, localisés au noyau

t 176,177

et dans le cytoplasme respectivemen . Le réle des CaMKs dans la
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régulation de I'expression genique a été rapporté a travers |'activation de multiple
facteurs de transcription, dont l'activation de SRF '8, AP-1 '° et MEF 5.
D'autres études avec des cardiomyocytes isolés ont impliqué CaMKIl dans
I'hypertrophie cardiaque induite par des agonistes tels que I'endothéline-1 et la

PE 77180181 De plus, des études plus récentes ont montré une hypertrophie

B '8 Ces

cardiaque chez des souris transgéniques surexprimant CaMKII
différentes études soulignent I'importance croissante de la voie des CaMKs dans
la régulation de I'expression génique de génes impliqués dans I'hypertrophie

cardiaque.

1.4.4.2. Réle de la calcineurine dans I'hypertrophie

La calcineurine est une protéine phosphatase activée par des élévations
constantes de calcium intracellulaire. Plusieurs études ont impliqué Ila
calcineurine dans l'induction de I'hypertrophie cardiaque. En effet, des études in
vitro de la surexpression de la calcineurine dans des cardiomyocytes néonataux
via des adénovirus, entraine une hypertrophie '®. De plus, la cyclosporine A,
inhibiteur de la calcineurine, diminue la réponse hypertrophique des
cardiomyocytes induite par des agents tels que la PE et 'endothéline-1 #"18",
D'autres études in vivo de surexpression coeur-spécifique d'un mutant
constitutivement actif de la calcineurine, entraine également une hypertrophie *'.

Ainsi, les nombreuses études in vitro et in vivo, ont permis d’identifier les
divers seconds messagers impliqués dans la réponse hypertrophique. Toutefois,
la régulation ultime se fait au niveau nucléaire, ou ces diverses cascades
convergent vers des mécanismes transcriptionnels impliquant I'activation des
facteurs de transcription, et les interactions combinatoires qui en résultent. Une
étude détaillée de la régulation du promoteur de 'ANF, marqueur universel de
I'hypertrophie, ainsi que des divers facteurs de transcription impliqués dans cette

régulation génique, sera présentée (figure 3).
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1.5. REGULATION DE LA TRANSCRIPTION CARDIAQUE
DURANT L’HYPERTROPHIE

Sur plus d'une décennie, un grand nombre d’'études s’est intéressé aux
différentes signalisations intracellulaires qui relient l'activation du récepteur
présent ala surface de la cellule, avec I'expression génique et la croissance
hypertrophique qui 'accompagne '®. In vitro, la stimulation d’une culture primaire
de cardiomyocytes ventriculaires néonataux par des agents pro-hypertrophiques,
et notamment les agonistes a1-adrénergiques, représente le modeéle classique
pour l'activation de plusieurs génes cardiaques. In vivo, des modéles
transgéniques ont permis d’élucider une multitude de voies majeures aboutissant
a I'hypertrophie et I'insuffisance cardiaque '®°. Ce mécanisme de réinduction de
génes dépend d’'une part du stimulus utilisé, et d’autre part des sites de liaison et
des facteurs de transcription impliqués. En effet, parmi les divers génes cibles
des voies adrénergiques, I'induction des génes précoces immédiats tels que c-
fos et c-jun, la réactivation de génes embryonnaires tels que I'ANF (atrial
natriuretic factor), B-MHC (B-myosin heavy chain), et skeletal actin (a-SkA), ainsi
que l'augmentation de la régulation de certains facteurs de transcription tissus-
specifiques, représentent les caractéristiques hypertrophiques principales au

niveau de I'expression génique.

1.5.1. Induction des génes précoces immédiats

Il est généralement accepté que le promoteur du géne c-fos et
particulierement les deux éléments majeurs de sa région promotrice, CRE
(cAMP response element) et SRE (serum response element), sont stimulés par
des facteurs de croissance via la phosphorylation des facteurs de transcription
CREB et SRF, entrainant ainsi I'expression du proto-oncogene c-fos dans divers
systémes %' | 3 protéine c-FOS qui en résulte, forme un hétérodimere avec
c-JUN via le domaine leucine zipper qui va lier le site consensus (TGACTCA) de

AP-1. Ce dernier fonctionne comme facteur de transcription responsable de
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réguler la prolifération et la différenciation cellulaire '8 Au niveau du ceeur,
plusieurs modéles expérimentaux ont montré une corrélation entre la formation
de AP-1 et la croissance hypertrophique suite a une stimulation des
cardiomyocytes par I'angiotensine Il et les B-agonistes d’une part 31919 et par
la PE d'autre part '%?. De plus, une étude trés récente par Taimor et al. compare
l'effet de deux stimuli (a et B-agonistes) sur I'activité de AP-1'%%, Cette étude
montre pour la premiére fois de fagon directe, que AP-1 est un médiateur
essentiel de la croissance des cardiomyocytes suite a une stimulation «l-
adrénergique. Les nombreuses études sur c-fos ne déterminent cependant pas
si c-fos représente un effecteur directe de la réponse hypertrophique, ou s'il fait
partie d'une cascade responsable d'entrainer d’autres mécanismes
transcriptionnels pour aboutir a une réponse finale. Ce n'est que récemment
qu'on a commencé a adresser les interactions de c-fos avec des facteurs de
transcription. En effet, plusieurs études ont rapporté une réactivation du gene c-
fos et une augmentation du facteur de transcription GATA-4 dans le cas d'une
hypertrophie '>'%*. Plus récemment, notre laboratoire a identifi¢ une nouvelle
voie impliquée dans la transcription par c-fos, a travers l'induction de I'activité
transcriptionnelle de GATA-4, un régulateur cardiaque majeur '%°, favorisant ainsi
un réle médiateur pour ces genes immédiats précoces, qui a leur tour seraient
responsables d'activer des facteurs de transcription et réguler d’autres genes

pour aboutir a une réponse finale.

1.5.2. L’ANF un modéle puissant pour analyser la transcription cardiaque

Le facteur natriurétique des oreillettes (ANF) est un peptide hormonal cardiaque
possédant des propriétés natriurétiques, diurétiques et vasodilatatrices. Suite a
un stress mécanique ou neurohormonal, des mécanismes compensateurs sont
déclenchés. lls entrainent une hypertrophie myocardique qui vise a réduire la
contrainte imposée au cceur et diminuer 'énergie consommée '%®. Sur le plan
cellulaire, l'activation d’'un mécanisme de contre-régulation via les peptides

natriurétiques (ANP et BNP) va exercer un effet vasodilatateur. Mais
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éventuellement, cette situation de compensation progresse et se transforme en
hypertrophie pathologique marquée par une augmentation de la taille des
cellules, et sur le plan transcriptionnel par l'activation des génes embryonnaires.
La ré-expression de I'ANF est donc un marqueur spécifique de la réponse
hypertrophique '¥’, et I'étude du promoteur a été capitale dans la compréhension
des difféerents mécanismes impliqués dans la régulation spatio-temporelle de
I'expression des divers génes cardiaques. Le profil d’expression de ce géne est
particulier ; il est présent aussi bien dans les oreillettes que dans les ventricules
durant le développement, cependant son expression postnatale se voit limitée
aux oreillettes "%, L'étude détaillée des différents éléments de réponse présents
dans les premieres 700 pb du promoteur, montrées suffisantes pour récapituler
le profil d'expression cardiaque, a permis d’identifier des éléments importants
pour la réponse tissu-spécifique d'une part, tels que GATA, SRE et NKE et pour
la réponse inductive telle que le site AP-1, d’autre part. Par ailleurs, certains sites
impliqués dans la réponse tissu-spécifique a I'origine, sont aussi impliqués dans
la réponse hormonale, tels que SRE et GATA ' et pourraient donc étre a
l'origine de la réinduction de certains génes embryonnaires, impliquée dans

I'nypertrophie pathologique.

1.5.2.1. Les éléments GATA

Les éléments GATA, caractérisés par la séquence (A/T)GATA(A/G), ont
eté identifies dans les promoteurs de plusieurs génes. Au niveau du coeur,
I'élement GATA est présent sur le promoteur du BNP (Brain Natriuretic Factor),
identifié par le groupe Grépin 2%, et médie I'activation de I'expression génique de
ce promoteur suite & un stress hémodynamique ?°!, et a une stimulation par des
agonistes p-adrénergiques %2, GATA a également été montré présent dans les
promoteurs de la chaine lourde a de myosine (aMHC) 2 et p-MHC 2%, et
notamment au niveau de 'ANF 2°. En effet, deux éléments GATA, conservés
parmi les différentes espéces, se sont avérés nécessaires a |'activité maximale

des 700 premieres paires de bases (pb) du promoteur de I'ANF : le GATA
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proximal & -120 pb et le GATA distal a -280 pb 2%°. Ces éléments, qui lient les
protéines a deux doigts de zinc appartenant a la famille GATA, sont
principalement impliqués dans la réponse tissu-spécifique.

La famille GATA est consituée de six membres (GATA1-6) impliqués dans
I'expression tissu-spécifique de certains génes, et dans la différenciation
cellulaire 2. Parmi les six membres identifiés, seuls GATA-4, -5 et -6 sont

207 et possédent une grande homologie au niveau de leur

exprimés dans le coeur
séquence d'acides aminés, notamment dans le domaine de liaison a 'ADN 2%,
Ces facteurs jouent un rdle crucial durant le développement embryonnaire.
L'expression de GATA-4 durant le développement précoce, fait de ce facteur un
marqueur essentiel des cellules cardiaques. En effet, notre laboratoire a rapporté
pour la premiére fois, a l'aide d'une stratégie antisens dans les cellules P19 (qui
ont la capacité de se différencier en cellules cardiaques), I'implication de GATA-4

208209 Cependant, les mécanismes

dans la différenciation cardiaque
moléculaires responsables de réguler les divers génes impliqués dans la
cardiogenése demeurent sous investigation. Plusieurs travaux ont souligné
l'importance des interactions des facteurs GATA-4 avec d'autres protéines, et
I'implication de ces interactions combinatoires dans la régulation
transcriptionnelle tant au niveau physiologique que pathologique (détaillées dans

la section 1.5.3.1.).

1.5.2.2. La boite CArG (ou SRE)

Les boites CArG identifiées par la séquence CC(A/T)6GG, représentent
des eléements régulateurs importants dans I'activité transcriptionnelle des génes
musculaires. En effet, ces élements de régulation sont présents dans plusieurs

promoteurs et divers modéles animaux ; tels que a-cardiac actin (a-CA) chez la

212

souris 2'°, chez le Xénope 2", chez I'numain 2'? et chez le poulet 2'® : mais aussi

214

dans o- skeletal actin (a-SkA) 2™, et particulierement dans 'ANF %25 o des

études récentes chez le Xénope ont également identifié un site CArG 2. Les
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boites CArG sont requises pour l'activité de ces promoteurs et dépendent de la
liaison avec le facteur de réponse au sérum (SRF). SRF, membre de la famille
des MADS 2" joue un réle important dans la différenciation musculaire, ainsi
que dans la meédiation de la réponse immédiate des genes précoces au sérum,

et donc de la croissance '8 (

voir détails dans section 1.5.3.4.).

Sur le promoteur de 'ANF, deux sites SRE ont été identifiés : un site distal
a -400 pb et un site proximal de basse infinité, dont la séquence est
CTITTAAAAGG. Ce dernier, situé a -122 pb, est responsable de contréler
I'activité des premiéres 135 pb du promoteur de I'ANF a travers la liaison de la
protéine SRF, et a la capacité de moduler d’autres facteurs de transcription dans
le but d’augmenter la transcription 2'°. De plus, ce site de basse affinité s'est
avéré essentiel dans la médiation des voies hypertrophiques suite a une
stimulation par des «1-agonistes 2'*%° des études consistantes avec nos

résultats actuels.

1.5.2.3. L'élément A/T riche distal

En plus du site SRE de basse affinité, le promoteur (-700pb) de 'ANF
contient une autre séquence A/T riche (CTAAAAAAATATAATA) située dans la
region distale (-580pb). L’identité de la protéine qui lie ce site n'est pas encore
déterminée, mais il semble étre un site de basse affinité pour les protéines MEF-
2 %' Chez les vertébrés, quatre membres ont été identifiés : MEF2-A, MEF2-B,
MEF2-C, et MEF2-D. Cependant, seul MEF2-C est impliqué dans la régulation
transcriptionnelle dans le cceur. En effet, I'inactivation de MEF2-C entraine un
arrét du “looping” cardiaque et de la formation du ventricule droit durant le
developpement, ainsi qu'une diminution de la régulation de certains génes

cardiaques 22223

. Son implication potentielle dans le cceur fait I'objet de
nombreuses études actuellement et sera présentée en détail dans la section

1.5.3.2.
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1.5.2.4. L'élement PERE

Notre laboratoire a identifié un nouvel élément régulateur PERE
(Phenylephrine response element), responsable de médier I'action des agonistes
a1-adrénergiques sur |'activité transcriptionnelle du promoteur de 'ANF. Son réle
dans d'autres promoteurs cardiaques est présentement sous investigation. Cet
element situé a -70pb sur le promoteur de I'ANF, caractérisé par la séquence
GGGGAGGG ?*, est parfaitement conservé chez divers espéces, suggérant un
réle important conservé a travers I'évolution. De plus, un site PERE-like a été
identifié a -180 pb. Une nouvelle protéine identifiée dans notre laboratoire sous le
nom de PEX1 (Phenylephrine induced-complex) (Debrus et al, in progress)
interagit avec PERE suggérant son implication nucléaire dans la voie o1-
adrénergique.

En effet, des études par Debrus et al. (en progrés) ont montré que 'ARNm
de PEX1 est augmenté dans les cardiomyocytes stimulés avec des agonistes
at1-adrénergiques, et que cette induction est concomitante avec 'ARNm de I'ANF.
De plus, I'expression dynamique de PEX1 durant le développement cardiaque
coincide parfaitement avec celle de I'ANF, et leur profil d’expression dans un
coeur hypertrophié est trés similaire. Ces études montrent que PEX1 fait partie
d'un complexe nucléaire qui lie PERE sur le promoteur de I'ANF. Cependant, le
role de PEX1 dans le développement cardiaque et pathologique ainsi que les

divers partenaires qui y participent demeurent a élucider.

1.5.3. Implication des facteurs de transcription dans la réponse
hypertrophique

Tel que mentionné précédemment, [|'hypertrophie cardiaque est
accompagnée d’'une re-programmation génétique, incluant la ré-expression de
certains genes embryonnaires. L'induction du géne de P'ANF suite a une
stimulation a1-adrénergique, sert de modele in vitro pour I'expression génique

durant I'hypertrophie cardiaque. Cependant, les mécanismes de régulation a la
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base de cette expression génique demeurent incertains. Les nombreuses études
durant la derniére décennie ont mis en évidence I'importance des facteurs de
transcription dans la régulation de [Iactivité transcriptionnelle des génes
cardiaques durant la croissance normale et pathologique. Les facteurs impliqués
dans I'hypertrophie cardiaque, appartiennent généralement a plusieurs grandes
familles de facteurs de transcription, notamment la famille GATA, la famille des
MADS et |a famille des NFAT (Nuclear Factor of Activated T cells) 22°.

1.5.3.1. Les facteurs de transcription GATA

La famille des facteurs de transcription GATA, formée de six membres
(GATA-1-6), est caractérisée parles deux doigts de zinc conservés et
responsables de la liaison spécifique a 'ADN. Malgré I'importance des GATA-1-
2-3 dans la régulation des cellules souches hématopoiétiques #26%?7, GATA-4-5-6
sont exprimés dans divers tissus dérivées du mésoderme et de I'endoderme et
notamment au niveau du coeur %, Les protéines GATA-4 jouent un réle clé dans
I'expression des génes cardiaques. Ces protéines subissent des modifications
post-traductionnelles qui viennent affecter leur capacité d'interagir avec 'ADN
et/ou leur localisation dans les cardiomyocytes, ainsi que leurs divers roles dans
les réseaux de régulation cardiaque. Plusieurs études ont montré que le
traitement des cardiomyocytes néonataux par un agoniste a1-adrénergique tel
que la PE, aboutita une augmentation de la phosphorylation de GATA-4,
accompagnée d'une capacité plus grande de liaison a 'ADN 2%, Dans le modéle
murin, cette phosphorylation au niveau de la Ser-105 serait médiée par la voie
des MAPKs et notamment ERK '*°. De plus, en remontant dans la cascade,
RhoA serait le premier membre dans cette hiérarchie, responsable de médier la
réponse hypertrophique '%*%%°. En plus de la voie des MAPKs, GATA-4 a
également été montré comme la cible des GSK-3p (glycogen synthase kinase-
3p). En effet, GSK-3p fonctionne comme un régulateur négatif de I'nypertrophie
cardiaque ; il interagit physiquement avec GATA-4, entraine une phosphorylation

du domaine N-terminal de ce dernier, et empéche la transcription GATA-4-
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231 GATA-4 peut également subir d'autres modifications post-

dépendante
traductionnelles telles que I'acétylation. En effet, des études récentes ont montré
que GATA-4 peut étre régulé dans les cardiomyocytes hypertrophiés via une
acétylation & travers des mécanismes p300-dépendants. Suite a une
stimulation a la PE, une augmentation de I'expression de p300 ainsi que du
niveau de GATA-4 acétylé est observé 22, De plus, des souris transgéniques
surexprimant p300 dans le cceur développent une hypertrophie cardiaque
associée avec une augmentation de GATA-4 acétylé et de sa liaison a I'ADN 22,
En ce qui concerne les différentes interactions protéines —protéines, plusieurs
etudes ont travaillé sur la coopération de GATA-4 avec de nombreux facteurs de
transcriptions tels que FOG-2 ?*° GATA-6 2%, Nkx2.5 2352% gRF 1927 pe
surcroit, les études récentes s'intéressent de plus en plus aux différents
complexes que forment ces facteurs de transcription et aux interactions
combinatoires qui en résultent '**?®, Ces derniéres seront élaborées davantage

dans la discussion.

1.5.3.2. Les facteurs de transcription MEF2

En plus de la régulation de certains génes cardiaques durant le
développement, MEF2-C est également impliqué dans la régulation

2% En effet, ce facteur de

transcriptionnelle dans les coeurs postnataux
transcription a la capacité de réguler I'expression des génes inductibles durant
I'hypertrophie cardiaque, notamment le promoteur MLC2 (myosin light chain-2)
240 Plusieurs études ont essayé de comprendre les différents mécanismes par
lesquels MEF2 agit durant I'hypertrophie. Un grand nombre d'études a suggéré
I'implication de la p38-MAPK dans I'hypertrophie a travers la phosphorylation de
MEF2 #*'. D'autres études suggérent la voie des ERK5- MEF2 comme voie
potentielle ; en effet, ERK5 participe dans la régulation du géne c-fos en

réponse a des agents de croissance d’une part 242

, et plus récemment, une autre
étude a montré I'activation de ERK5 dans les cardiomyocytes stimulés & la PE

3 De plus, malgré Iimplication de la voie PI3K-Akt-MEF2 dans la différenciation
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du muscle squelettique *****° des études ont montré qu'une surexpression de la
forme active de PI3K ou Akt se manifeste par une augmentation de la taille des

cardiomyocytes sans affecter la fonction cardiaque ''°

, Ce qui pourrait suggérer
une participation partielle durant I'hypertrophie cardiaque. Finalement, MEF2 est
un effecteur essentiel dans la voie de signalisation du calcium. En effet, les

75 phosphorylent les HDACs (histone

CaMKs impliquées dans I'hypertrophie
deacetylases) résultant en la dissociation du complexe HDAC-MEF2 et la
répression de 'expression génique induite par MEF2 '8, En plus des différentes
voies de signalisation qui convergent d'une part vers MEF2, les divers
partenaires de ce facteur de transcription viennent rajouter a la complexité de ce
réseau de régulation cardiaque. En effet, MEF2 interagit avec plusieurs
protéines et notamment GATA-4 pour réguler le promoteur de I'ANF 22': une

interaction qui pourrait étre aussi impliquée dans I'nypertrophie cardiaque.

1.5.3.3. Le facteur de transcription NFAT

Les NFATs (Nuclear factors of activated T cells) appartiennent a une famille
multigénique de facteurs de transcription, présents dans le cytoplasme a I'état
basal. En présence de calcium, les NFATs sont déphosphorylés par la
calcineurine, et transloqués au noyau, ou ils agissent comme facteurs de
transcription **°. Parmi les 5 membres de la famille NFAT caractérisés, 4
membres (NFATC1-4) sont régulés par I'activité de la calcineurine 2*’. Au niveau
nucleaire, NFATc est régulé par plusieurs co-facteurs, notamment AP-1, GATA-4
and MEF2, pour stabiliser son interaction avec 'ADN 2. Au noyau, NFATc est
sous linfluence de diverses voies de signalisation impliquant majoritairement des
kinases telles que les MAPKSs, et permettant ainsi sa phosphorylation et son

exportation vers le cytoplasme 28, L’

implication de NFATc4 dans I'hypertrophie
cardiaque est actuellement acceptée. Des études de transgéniques ont montré
que la surexpression cceur-spécifique de NFATc4 entraine une hypertrophie
cardiaque avancée, et dans certains cas la mort subite 2*®, Cependant, la

regulation calcium-dépendante de NFATc demeure incertaine, et la source de
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calcium impliquée est sous-investigation. Quelques travaux ont étudié |'effet des
agents hypertrophiques sur la voie calcineurine-NFATc, et ont remarqué qu'une
inhibition specifique de la calcineurine bloque I'hypertrophie des cardiomyocytes

249

stimulés par des agonistes “*°, mais les mécanismes d'action sont encore a

déterminer.

1.5.3.4. Le facteur de transcription SRF

Serum response element (SRF) représente un des membres fondateurs de la
famille des facteurs de transcription a boite MADS. Ce facteur hautement
exprimeé durant 'embryogenése, joue un réle essentiel dans la différenciation du

muscle squelettique et cardiaque 2'°

. Il régule une grande variété de génes
associés avec la croissance et la différenciation cellulaire. Il agit sous forme
d’homodimére par une interaction au site consensus de SRE, ou encore la boite
CArG ?*°. Au niveau du coeur, SRF joue un réle capital dans le contréle et le
maintien du programme cardiaque, démontré par |'étude de Arsenian et al., ou
une inactivation du géne de SRF empéche la différenciation du mésoderme et le
développement cardiaque 2°'. En contraste, une surexpression coeur-spécifique
de SRF entraine une cardiomyopathie hypertrophique suivie d’'une insuffisance
cardiaque dans le modéle murin 2. D'autres études ont identifié l'importance
des génes cardiaques cibles tels que I'ANF, qui ont par la suite permis d’identifier
les interactions distinctes de SRF avec d'autres protéines régulatrices
cardiaques comme GATA-4, Nkx2.5 et TEF-1et myocardine 2'0237:2%3.2%¢  pg
surcroit, de plus en plus d'évidence associent les complexes protéiques
contenant SRF, avec les réponses hypertrophiques médiées par la réinduction
des génes embryonnaires tels que 'ANF, skeletal a-actin et B-MHC 220255.256
cependant les voies exactes impliquées dans la traduction des signaux
intracellulaires en réponses hypertrophiques demeurent partiellement

déterminées (Figure 4).
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1.6. DESCRIPTION DU PROJET

Par conséquent, la régulation de |'expression des génes cardiaques
durant le développement normal et pathologique est contrélée en grande partie
au niveau transcriptionel. Dans des conditions de stress, une réponse
hypertrophique est déclenchée dans les cellules musculaires cardiaques
entrainant une réactivation ventriculaire du géne de I'ANF. Cette réexpression
représente le marqueur universel de I'hypertrophie cardiaque causée par une
variété de stimulis incluant surcharge cardiaque 2°’, étirement mécanique 2%, et
une stimulation a1-adrénergique #**. Les premiéres 700 pb du promoteur de
I'ANF de rat sont suffisantes pour récapituler la régulation spatio-temporelle du

%8 et dans les souris

géne endogene dans les cardiomyocytes en culture
transgéniques #*°. Cependant, étant donné les nombreux éléments de réponse
presents sur le promoteur de 'ANF, les mécanismes qui relient les activités
transcriptionnelles suite a une stimulation a1-adrénergique a la réponse
hypertrophique méme, demeurent inconnus. De plus, il reste a déterminer si
l'activation de I'ANF résulte des produits des génes précoces immédiats ou si
elle est régulée par une combinaison de facteurs de transcription indépendants.
En effet, des études dans notre laboratoire ont identifié pour la premiére fois un
élément de réponse PERE (Phenylephrine response element) dans le promoteur
de 'ANF, responsable de médier I'activation transcriptionnelle de ce dernier suite
a une stimulation a1-adrénergique #**. Cet élément de réponse représenté par la
sequence GGGGAGGG, est parfaitement conservé entre les génes de 'ANF des
differentes espéces, renforgant I'importance de son réle dans la régulation de
'ANF. Cette étude a représenté la premiére étape dans ['identification d'une
nouvelle voie permettant la réactivation du gene de 'ANF. Dans le but d'élucider
davantage ce mécanisme, des études préliminaires dans le laboratoire ont
permis la caractérisation de protéines pouvant lier le site PERE, qui ont été
appelées PEX1s (phenylephrine induced complexes) #**. Cette caractérisation

préliminaire s’est poursuivie par une étude plus approfondie pour isoler le/les
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260 et a

facteur(s) de transcription en question. Par le systéme du simple hybride
travers une librairie de cDNA de cardiomyocytes, notre laboratoire a isolé le
cDNA d'un nouveau facteur de transcription PEX1 & plusieurs doigts de Zinc,
appartenant a la famille Kruppel et qui lie le site PERE (Debrus et al, in progress).

Sachant que les voies a1-adrénergiques sont impliquées dans la
croissance et I'hypertrophie cardiaque, et que 'ANF représente un bon modéle
d’'étude de la régulation de la transcription cardiaque, le but de cette étude visait
a élucider les partenaires potentiels de PEX1 sur I'ANF. Deux régulateurs
cardiaques essentiels GATA-4 et SRF, impliqués dans les voies médiées par les
RCPG d’une part, et dans 'hypertrophie d’autre part, semblaient des candidats
potentiels. Par des études de structure-fonction, nous avons déterminé des
interactions combinatoires entre GATA, SRF et PEX1, capables de moduler

l'activation de 'ANF, ainsi que d’'autres genes cardiaques.
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Résumé

Une grande variété d'effets biologiques est médiée par les réecepteurs al-
adrénergiques (a1-AdRs) qui appartiennent a la grande famille des récepteurs
couplés aux protéines G (RCPG). Au niveau du ceceur, les voies de signalisation
al-adrénergiques ont été impliqguées dans la régulation de la croissance et de la
contractilité des cardiomyocytes, ainsi que dans la pathogenése de 'hypertrophie
cardiaque in vivo. Au niveau moléculaire, I'hypertrophie est caractérisée par une
reprogrammation génétique par laquelle la réinduction de PANF (facteur
natriurétique des oreillettes) est le marqueur universel. Pour cette raison, le
promoteur cardiaque de I'ANF est largement utilisé pour élucider les
meécanismes transcriptionnels au cours du développement et de la pathogenése
cardiaques. Nous avons précédemment montré que la capacité de réponse du
promoteur de I'ANF a I'Endothéline1, une hormone hypertrophique qui agit
egalement via les RCPG, nécessite I'action combinée de deux facteurs de
transcription, SRF et GATA-4, qui forment un complexe ternaire sur le promoteur
proximal de I'ANF. De plus, nous avons trouvé que les agonistes a1l-
adrénergiques ciblent aussi les sites GATA/SRE ainsi qu'un autre élément
adjacent, PERE (Phenylephrine Response Element), qui lie un facteur de
transcription PEX1, récemment identifi¢ au laboratoire. Les résultats présentés
ici démontrent que PEX1 reconstitue I'activité du promoteur de 'ANF lorsque co-
transfecté avec SRF ou GATA-4 dans des cellules non-cardiaques, et qu'une
activation maximale est atteinte en présence des trois protéines. Des études de
structure-fonction ainsi que d'interactions protéines-protéines in vitro, ont permis
de démontrer que PEX1 interagit physiquement avec SRF et GATA-4. De plus,
la capacité de ces protéines a coopérer pour activer la transcription des génes
cardiaques ne se limite pas a 'ANF. Compte tenu que I'expression de PEX1 est
induite par les agonistes a1l-adrénergiques, PEX1 pourrait agir comme un
cofacteur inductible du complexe SRF/GATA, et contribuer a la régulation de

I'expression de plusieurs genes cardiaques cibles de la voie adrénergique.
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Abstract

A wide variety of biological effects are mediated by the G-protein coupled
a1-adrenergic receptors (a1-AdRs). At the level of the heart, a1-adrenergic
signaling has been implicated in the regulation of myocyte growth and
contractility, and in the pathogenesis of cardiac hypertrophy in vivo. The cardiac
ANF promoter is commonly used to clarify the possible nuclear pathways that
mediate cell-specific transcriptional responses. The objective of this study was to
elucidate nuclear signaling by a1-adrenergic agonists using the ANF promoter as
transcriptional target. We have previously shown that the responsiveness of the
ANF promoter to Endothelin1, a hypertrophic agent, which also acts through a
GPCR, required the combined action of serum response factor (SRF) and the
tissue-specific GATA-4 protein, which form a ternary complex over a 30-bp cis
element harboring juxtaposed SRF and GATA binding sites. We found that a1-
agonists also target the composite GATA/SRE site as well as another cis-
regulatory element within the proximal promoter termed PERE. We recently
identified a novel protein of the Kruppel family (PEX1), which recognizes the
PERE element. In this study, we provide evidence, using transient transfection of
Hela cells and structure-function studies, that PEX1 enhances ANF promoter
activation when co-transfected with either SRF or GATA-4, and that maximal
activation is achieved in presence of all three proteins. In addition, pull-down
experiments revealed that PEX1 physically interacts with both SRF and GATA-4,
suggesting that it may act as an inducible cofactor to the SRF/GATA complex.
The capacity of these proteins to induce cardiac gene expression is not limited to
the ANF promoter and is observed on other al-inducible genes such as a-
cardiac actin (a-CA), a-skeletal actin (a-SkA) and B-Myosin heavy chain (B-
MHC). We propose that PEX1 acts as an a1-inducible cofactor that mediates the
nuclear action of al-adrenergic receptors in the heart, and likely other target

organs.
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INTRODUCTION

A wide variety of biological effects are mediated by the G-protein coupled
a1-adrenergic receptors (a1-AdRs). Many of them play important roles in the
mediation of sympathetic nervous system responses, particularly those involved
in cardiovascular homeostatis. Moreover, a1-adrenergic signaling in the heart
has been implicated in the regulation of myocyte growth and contractility, and in
the pathogenesis of cardiac hypertrophy in vivo ™. Stimulation of «1-AdRs
results in the activation of many signal transduction pathways including the
phosphatidylinositol 3-kinases (Pls-K) >¢, mitogen-activated kinases (MAPKs) 7,

89 all of which have been shown to mediate

and calcium-mediated signaling
hypertrophic responses. It is generally accepted that despite the various
signaling cascades mediating the o1-responses, these second messengers
ultimately all converge on common nuclear effectors responsible for regulating
specific gene programs '% '; 12 In fact, cooperative interactions between
different families of transcription factors as well as their cofactors, play a crucial
role in the regulation of gene expression '*; ', However, the different signaling
pathways and transcription factors that link receptor activation to changes in
gene expression remain unclear.

Many transcription factors have been linked to oi1-mediated gene
transcription and to genetic events in hypertrophy. In particular, a zinc finger
protein, GATA-4, which plays a crucial role in the control of normal heart

t15

development 7, is a convergent point for various signaling cascades activated in

cardiac hypertrophy '®, . GATA-4 has also been shown to respond to various
hypertrophic stimuli including phenylephrine (PE) and endothelin-1 (ET-1), by
post-translational modifications, such as phosphorylation or acetylation ' '°, or
differential recruitment of various co-factors such as NFAT3 2, GATA-6 2' and
SRF %2 |n fact, overexpression of GATA-4 in cultured cardiomyocytes or in
transgenic mice hearts is sufficient to induce cardiac hypertrophy %.
Furthermore, expression of dominant negative GATA-4 or antisense GATA-4

mRNA, blocked sarcomeric reorganization induced by PE and ET-1 %,
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suggesting that GATA-4 is a nuclear effector of at least some of the a1-mediated
hypertrophic response. However, it is noteworthy that blocking GATA-4, at both
the mRNA or protein level, was not sufficient to abolish the ANF activation
following hypertrophic stimuli, suggesting the involvement of other regulators in
transducing a1-signaling to gene transcription.

Another factor that has been linked to the hypertrophic response is Serum
Response Factor (SRF), a member of the MADS family of transcriptional
activators. SRF binds as a homodimer to the serum response element (SRE),
also referred to as the CArG box, located in the promoter region of target genes
including numerous cardiac-restricted and contractile genes **. Several studies
have associated SRF and its cofactors with hypertrophic responses including re-
induction of certain fetal genes such as ANF, skeletal a-actin and B-MHC genes
25.26. 27 In vivo, SRF overexpression in transgenic mice was shown to cause
cardiac hypertrophy 8. Finally, our report suggested that the SRE may partially
mediate o1-adrenergic activation of the ANF promoter 2° however whether this is
due to changes in SRF or other cofactors remains undefined.

We have previously mapped a proximal element PERE (Phenylephrine
response element), which mediates o1-adrenergic signaling on the ANF
promoter *°, and is conserved on the ANF gene of different species, suggesting
an evolutionary conserved regulatory function. We furthered the study and
isolated, by the yeast one-hybrid interaction system, a cDNA that encodes a
nuclear zinc finger protein, PEX1 that binds over this element (Debrus et al, in
progress). PEX1 belongs to the Krippel family, and contains 13 zinc fingers. By
Immunohistochemistry the expression profile of PEX1 was determined, using
specific anti-PEX1 antibody. The results showed a remarkably similar pattern of
expression with ANF, highly regulated during embryonic development, severely
diminished in the postnatal heart, and re-induced in hypertrophic hearts.

ANF (Atrial Natriuretic Factor) is a critical marker for a1- and other
hormone-induced transcriptional changes. In this context, we have previously
shown that the responsiveness of the ANF promoter to Endothelin1, a

hypertrophies agent which acts also through a GPCR, required the combined
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action of serum response factor (SRF) and tissue-specific GATA-4 protein, which
form a ternary complex over a 30-bp cis element harboring juxtaposed SRF and
GATA binding sites ?%. Additionally, we found that «1-agonists target in addition
to PERE, the composite GATA/SRE site. In the present study, we investigated
the potential interaction between the SRF/GATA complex and PEX1. Using
transfection assays, we found that PEX1 synergistically enhances the
transcriptional activity of both SRF and GATA-4 on the ANF promoter. Mutational
analyses were used to determine the specific regulatory elements that mediate
the synergy, as well as the domains in each protein required for the different
interactions. In addition, we provide evidence that the SRF-GATA-PEX1 triple
synergy is mediated by physical interaction between the respective proteins.
Finally, we show that transcriptional cooperativity is not restricted to the ANF
gene, and is observed over several al1-inducible cardiac genes, suggesting a
more general mechanism for nuclear signaling by a1l-adrenergic receptors
involving recruitment of an at-inducible co-factor, PEX1, to a GATA/SRF

complex.
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RESULTS

Synergistic activation of the ANF promoter by PEX1, GATA and SRF factors
The ANF promoter contains multiple regulatory elements in its proximal region,
some of which have been implicated in hormonal responses 2. They include the
SRE, GATA and PERE (Figure 1A). Given the implication of both the SRE and
PERE in the nuclear signaling of GPCRs %% 2° the involvement of GATA in
hypertrophic cardiac growth 2*, and the evolutionary conservation of these
elements on the ANF promoter (Figure 1A), we tested whether SRF, PEX1 and
GATA-4 may functionally cooperate. Our results show that PEX1 enhanced ANF
promoter activation when co-transfected with either SRF or GATA-4, and
maximal activation was achieved in presence of all three proteins (Figure 1B).
This cooperative interaction was seen on both the (-700 bp) and the (-135 bp)
ANF promoters, confirming the essential role of the proximal elements in the

activation of the ANF promoter.

SRE and GATA-binding sites are essential for PEX1-GATA-SRF synergy

Mutational analyses were carried out to determine which elements on the
proximal ANF promoter are required for the synergy. As mentioned previously,
the proximal ANF SRE is a low-affinity binding site for SRF, previously shown to
contribute to ANF promoter activation in response to a1-adrenergic stimulation i,
In addition, functional GATA response elements are necessary for the ANF
promoter induction by various hypertrophic agonists 32 |nterestingly, the action of
PEX1 did not require binding to its cognate element (data not shown). In
contrast, mutation of either the GATA or SRE elements severely reduced PEX1-
dependent synergy (Figure 2). Similar results were obtained using the proximal
ANF promoter, suggesting that the low-affinity SRE and the proximal GATA site
are indispensable for the multiproteic-complex-mediated ANF activation. These
results suggest that PEX1 transcriptional effects can be mediated through DNA-
binding independent recruitment to GATA-4 and/or SRF, mainly through the

proximal regulatory sequences.
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Figure1. Synergistic activation of the ANF promoter by PEX1, GATA-4 and SRF factors. (A) Local-
ization of the various regulatory elements, pertinent to our study, on the ANF-700 promoter. Note
PERE conservation among various species. (B) All 3 proteins were transfected in Hela cells.10ng of
GATA-4,100ng of SRF and 100ng of PEX1 were used for all of the following transactivation assays. The
proximal ANF promoter (ANF-135) is sufficient to support functional interaction between GATA-4,
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Figure 2. The low affinity SRE and the proximal GATA element are required for
PEX1-dependent ANF promoter activation. Mutations of both GATA and SRE
elements severely abolish functional activation, as compared to less drastic effects of
mutated PERE (data not shown). Similar results were obtained using the proximal ANF
promoter, confirming the importance of the proximal SRE and GATA elements.



Mapping of the protein domains required for functional interaction

In order to determine the GATA-4 and SRF domains required for synergy with
PEX1, various deletion mutants were used. Deletion of C-terminal activation
domain of GATA-4 (1-360) severely affects the synergy with PEX1. Progressive
deletions of the N-terminal activation domain (96-440 and 180-440) show an
additive response with PEX1 rather than a synergy. Consistent with these
results, GATA-4 mutants harboring no transcriptional activation domain (201-
332) do not synergize with either PEX1 or SRF, but seem to stabilize the multi-
factor complex by their DNA-binding activity. Furthermore, a GATA-4 mutant in
the second zinc finger bearing no DNA-activity, but still able to localize to the
nucleus, completely abolished ANF activation (Figure 3A). These results confirm
the importance of GATA-4 binding to its cognate element for functional
interaction.

Two SRF mutants were used in transfection assays to determine the protein
domains needed for the synergy with PEX1. A point mutation in the SRF DNA-
binding domain (SRF pm1), preventing its interaction with DNA, strictly blocks the
synergistic activation with PEX1. In addition, a deletion mutant only harboring the
DNA binding domain (MADS Only), also leads, but to a lesser extent, to a
decrease in ANF activation, suggesting a role for transactivation domains (Figure
3B). These results are consistent with a requirement for SRF to bind to DNA, and
synergize with PEX1.

We furthered our study by determining which domains of PEX1 are needed for
this combinatorial interaction. Results showed that, although the N-terminal of
PEX1 was sufficient for the interaction with SRF, the triple GATA4-SRF-PEX1
synergy required the intact PEX1 protein (Figure 3C). Taken together, these
results show that PEX1 functionally interacts with both SRF and GATA-4 to
synergistically activate transcription from the ANF promoter.
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Figure3. Mapping of the GATA-4, SRF and PEX1 domains involved in functional interaction.
Co-transfections in Hela cells were carried out on the ANF_700 promoter using 1.5 pg of reporter,
10 ng of GATA-4, 100 ng of SRF and 100 ng of PEX1. (A) Both the C-terminal transactivation
domain, and to a lesser extent, the N-terminal domain are required for synergy as shown by (AC
1-360 and AN mutants 96-440; 180-440). Mutations in DNA binding domain abolish all synergistic
effects (G4m). (B) SRF binding domain is essential, since mutations in MADS domain block the syn-
ergy, but is insufficient as shown by the MADS only mutant's incapacity to synergize with other
factors. (C) Both PEX1 mutants (Nt and Ct) are insufficient to mediate functional interaction, requir-
ing the intact protein for functional activation. The results were carried out twice, in duplicate.



Physical interaction in vitro

The ability of PEX1 to enhance transcription in the absence of its binding site
suggested that it may be recruited to the promoter through physical interaction
with GATA-4 and/ or SRF. To assay for physical interaction, in vitro pull-down
experiments were carried out using purified and tagged proteins along with in
vitro-translated 35S-labeled proteins. In figure 4A, MBP-tagged PEX1 was able
to specifically retain in vitro-translated GATA-4. The MBP-SRF and in vitro-
translated GATA-4 interaction was used as a positive control, since GATA and
SRF were previously shown to be co-regulators and physically interact 24; 22, On
the other hand, MBP-tagged SRF was shown to interact with in vitro-translated
PEX1 (Figure 4B), using once more, SRF-GATA-4 interaction as a positive
control. These pull downs demonstrate a direct interaction between PEX1 and
GATA-4, and PEX1-SRF, consistent with the role of PEX1 as a co-regulator,
recruited to the promoter by GATA-4 and SRF, resulting in a physical interaction

responsible of mediating ANF activation.

Cooperative activation of PEX1/GATA-4/SRF on a1-inducible cardiac genes
We then tested whether transcription of other cardiac genes were cooperatively
activated by the triple synergy. In addition to ANF, we found that other o1-
inducible cardiac genes, cardiac actin, a-skeletal actin *%; 2%and p-MHC 34; %, are
synergistically activated by PEX1, GATA4 and SRF (Figure 5A). Bioinformatics
search for putative binding sites on the different promoters identified a
combination of all three elements PERE, GATA and SRE on each of the
following a1-inducible promoters. Together, the data obtained suggest that PEX1
acts as a hormone/growth factor inducible cofactor for SRF and GATA-4, and

synergistically activate transcription of several a1-inducible cardiac genes.
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DISCUSSION

The importance of adrenergic signaling in cardiac hypertrophy has been
well established *. Furthermore, it has recently become apparent that the
increase in cell size per se does not determine progression to heart failure, but
rather that changes in gene expression patterns are maladaptive ¥. Two crucial
cardiac regulators, GATA-4 and SRF, have been shown to mediate hypertrophic
responses, a hallmark of which is the re-induction of the fetal gene program and
ANF. However, the molecular basis of their actions remains elusive. In this study,
we propose both physical and functional interactions between a novel ail-
adrenergic inducible protein PEX1, and both hypertrophy-associated factors,
GATA-4 and SRF.

GATA-4 has been previously implicated in genetic response to cardiac
hypertrophy and agonist-induced hypertrophy in particular. The mechanisms may
involve direct GATA modifications such as phosphorylation ' or acetylation '®, as
well as enhancement of several cofactors such as NFATc 2°, MEF2 ™ and c-fos
¥, On the other hand, the mechanism underlying the implication of SRF in
hypertrophy is uncertain. However, many studies have reported the importance
of the DNA-binding ability of SRF on various promoters, where it would serve as
a docking surface to recruit accessory factors and regulate specific gene
programs 2*; 3. We have previously reported its interaction with GATA-4 to form
a ternary complex, and suggested that this complex may in turn serve as a
docking site for other cofactors %. In this context, we propose that PEX1, which
acts with both GATA-4 and SRF, may be one such inducible cofactor. Indeed,
our results show that PEX1 enhances ANF promoter activation when co-
transfected with either SRF or GATA-4, and that maximal activation is reached in
the presence of all three proteins. Moreover, the coactivation of the cardiac ANF
promoter by the multiproteic complex GATA4-SRF-PEX1 requires both the SRE-
like and the GATA binding elements, and specific point mutations in either one of

these sites abolished the synergistic activation of the promoter. This is consistent

with previous work reporting the contribution of the SRE-like site in mediating a.1-
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induced ANF promoter activation 3!

, as well as with our findings, where the
combined action of SRF and GATA-4 in response to Endothelin-1, required both
the SRE-like and GATA elements 2. On the other hand, PERE site does not
seem mandatory to the activation, further supporting PEX1's role as a cofactor to
the GATA-SRF complex. In the future, it would be interesting to determine
through Chromatin-IP whether PEX1 is actually recruited to the GATA-SRE
elements in response to a1-adrenergic and other hypertrophic stimuli.

Combinatorial interactions between GATA-4 and SRF have been shown to
regulate many growth-responsive cardiac genes, some of which include the
cardiac and skeletal a-actin genes %; %, suggesting a more general role for these
factors in the regulation of hypertrophic gene expression. In this context, our
results show that at least three a1-induced cardiac genes, cardiac and skeletal a-
actin as well as B-MHC, were cooperatively activated by the physical association
of PEX1 with GATA-4 and SRF, all of which contain both GATA and SRE binding
sites. This study further adds to the list of the many SRF-dependent responses to
hypertrophic agents established to date 3 3%|n addition to the involvement of
GATA-4 and SRF in cardiac hypertrophy, these transcription factors are similarly
important for basal level expression of several cardiac genes “°; '. Indeed,
GATA-4 is essential in the transcriptional control of various stages of heart
development “2 and its binding elements were found present within the promoters
of most cardiac genes *3; 5, supporting its broad role in the regulation of cardiac
gene expression. Given the coexpression of PEX1 with GATA-4 early in
development (Debrus and al, unpublished), it is tempting to speculate the
possible involvement of PEX1 in cardiogenesis. The role of PEX1 is currently
under investigation in our laboratory; gain and loss of function studies are being
carried out using adenoviral-mediated gene transfer.

Taken together, the identification of cardiac transcription factors, along
with their respective regulatory elements, has helped assist our understanding of
the various mechanisms behind normal and pathological heart development.
Furthermore, our present data points to a novel and attractive interacting partner

of two major cardiac regulators, involved in the transcriptional control of heart

54



development and hypertrophy. Indeed, the cooperative interaction between
PEX1, GATA-4 and SRF regulates the activity of various inducible cardiac genes;
it is therefore tempting to speculate on the role of PEX1 as an a1-inducible
cofactor of the GATA-SRF complex, mediating signaling through GPCRs.
Additionally, given the importance of a1-adrenergic signaling in various tissues
and organs, including the liver **, the brain *° and the vascular system 647, the
combinatorial interactions we have presented could represent a more general

mechanism.



MATERIAL AND METHODS

Plasmids

Wild-type ANF promoter constructs (ANF-700 and ANF-135) were previously
detailed *®. The B-MHC-Luc and cardiac a- actin-luc reporters were described in
*_The various point mutations of the ANF promoter were obtained as described
in our previous work '35 PERE mutations were previously generated
(Debrus et al, in progress). Various pCG-GATA-4 constructs were generated
from the original rat GATA-4 previously mentioned “6. PEX deletion mutants were
generated as described in (Debrus et al). The MBP-PEX1 plasmid was prepared
by subcloning a Xbal-BamH]I rat PEX1 cDNA fragment, enclosing the entire open
reading frame, into MBP-expressing pMalc-2 vector (New England Biolabs,
Beverly MA, USA) cut with Nhe1-BamHl.

Cell culture and transactivation assays

Hel.a cells were plated in 12-plate Petri dishes at 30,000 cells / plate Petri. Cells
were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) supplemented with
10 % fetal bovine serum (FBS). Transfections were carried out 24 hours after
plating using calcium phosphate. Media was changed 12 hours later, and cells
were harvested 36 hours after transfection. Luciferase activity was then assayed.
The amount of reporter and expression vectors were constant in all experiments,
1.5 pg of reporter, 10 ng of GATA-4, 100 ng of SRF and 100 ng of PEX1. The
results shown are the mean + standard deviation of at least 3 independent

experiments, each carried out in duplicate unless mentioned otherwise.

Recombinant protein production

Recombinant MBP-PEX was previously generated, and details are described in
Debrus et al( in progress). Mainly, individual colonies are grown in 500 ml LB up
to an O.D ranging between 0.5 and 0.6 at 600 nm. The recombinant protein is
induced by Isopropyl thiogalactopyranoside (IPTG) for 2 hours at 37°C.

Recuperated bacteria are resuspended and sonicated to ensure proper lysing.
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Purification on amylase columns (New England Biolabs, Beverly MA) is carried
out according to the manufacturer's instructions.

In vitro translated 35S-labeled GATA-4 and PEX1 proteins were obtained in
rabbit reticulosyte lysates using T7 RNA polymerase. Details of TNT-coupled
transcription / translation system are described by manufacturer (Promega Corp.,
Madison, WI).

Pull down assays

MBP-PEX1 and MBP-SRF were checked on gel for an estimation of protein
concentration. In the first pull-down, 500 ng of MBP-PEX1 fusion proteins were
incubated with 15 pl of in vitro translated 35S-labeled-GATA-4 in 500 pl of
binding buffer (150 mM NaCl, 10 mM Tris [pH = 8], 0.3 % Nonident P-40, | mM
dithiotreitol, 0.5 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) and 0.25 % BSA), and
left to rotate overnight at 4°C. The proteins were centrifuged at 15,000 rpm for 2
minutes at 4°C. Beads are previously washed 3 times in 500 ul of binding buffer
+ BSA followed by another 3 time-wash with binding buffer lacking BSA.
Following a 5 minute boil, proteins are released in SDS loading buffer and
resolved on a 15 % SDS-PAGE. Labeled proteins are then visualized using a
phosphorimager screen and a STORM scanner. In the second pulldown, certains
changes were made: 1 pg of immobilized fusion protein SRF (MPB-SRF) was
incubated with 5 pl of in vitro translated GATA-4 and PEX proteins in a final
volume of 400 pl of binding buffer containing 1 mM ZnCl,. The binding buffer

used later for washing contained no zinc.
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CHAPITRE Ill. DISCUSSION

L'identification des divers facteurs de transcription cardiaque et de leurs sites
de liaison aux promoteurs de génes cibles, a permis d'améliorer notre
compréhension des mécanismes transcriptionnels régulant le développement et
I'hypertrophie cardiaque. L'étude de ces facteurs trans-régulateurs a mis en
évidence que l'orchestration spatio-temporelle de I'expression de leurs génes
cibles impligue des interactions combinatoires entre ces divers facteurs de
transcription. Parmi ces facteurs, GATA-4 et SRF jouent des réles fonctionnels
cruciaux tant au niveau physiologique que pathologique. En effet, des études
indépendantes ont évoqué un lien direct entre chacun de ces deux facteurs et
I'hypertrophie cardiaque. De plus, les travaux du laboratoire ont montré que
GATA-4 et SRF forment un complexe ternaire sur le promoteur de I'ANF, et que
ce complexe médie la réponse transcriptionnelle a 'ET-1, I'impliquant ainsi dans

la signalisation nucléaire des GPCRs'®,

Cependant, les éléments cis-
regulateurs GATA/SRE ne semblent pas suffisants pour médier la réponse a une
stimulation via des agonistes ail-adrénergiques. En effet, un autre élément
régulateur, PERE (Phenylephrine Response Element), a été identifi¢ comme
I'élément cis-régulateur nécessaire et suffisant a la réponse a1-adrénergique %**.
Cet élement PERE correspond au site de liaison d'une nouvelle protéine,
nommee PEX1, de la famille Krippel des facteurs a doigts de zinc (Debus et al,
en progres). Nous proposons que cette protéine a 13 doigts de zinc, agit comme
un cofacteur inductible par les voies a1-adrénergiques du complexe

transcriptionnel SRF/GATA.
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3.1. Transcription durant ’hypertrophie cardiaque

La croissance hypertrophique du myocarde est déclenchée par divers facteurs
de croissance tels que l'angiotensine Il (Angll), 'endothéline 1 (ET-1) et les
agonistes a1-adrénergiques, impliquant tous lactivation des GPCRs; ce
mécanisme, compensatoire a l'origine, se transforme éventuellement en une
hypertrophie pathologique caractérisée, non seulement par une augmentation de
la taille des cardiomyocytes, mais également par une reprogrammation
geneétique qui inclut la ré-expression des genes précoces immédiats ainsi que de
certains génes embryonnaires, dont 'ANF. Afin d’élucider les mécanismes
moléculaires a l'origine de I'hypertrophie cardiaque, notre laboratoire s'intéresse
a [lidentification des différents facteurs impliqués dans la régulation
transcriptionnelle de 'ANF, car ce géne correspond a un marqueur universel de
lhypertrophie. En effet, la régulation de 'ANF est étudiée depuis plusieurs
années afin de décrypter les différentes cascades nucléaires qui médient les
reponses transcriptionnelles histo-spécifiques. Ainsi, de nombreux facteurs de
transcription et leurs divers cofacteurs, régulant 'ANF, ont été identifiés. lls
incluent entre autre GATA-4 et SRF (voir introduction section 1.5.3.1. et 1.5.3.4.).
Tel que mentionné précédemment, ces facteurs sont impliqués tant dans le
processus de la cardiogenése *®° que dans la réponse adaptive du myocarde

postnatal a certains stress 2.

3.1.1. Réle de PEX1 dans I’activation transcriptionnelle de ’ANF

Durant les études menées sur le promoteur de 'ANF, divers éléments cis-
regulateurs ont été analysés au laboratoire afin de déterminer leur importance
dans la regulation transcriptionnelle de 'ANF, et leur implication potentielle dans
la réponse aux stimuli hypertrophiques. Parmi les divers éléments cis-régulateurs
identifies sur le promoteur de 'ANF, I'élément de réponse PERE (-70 bp) a été
reconnu comme la principale séquence cis-régulatrice responsable de la
médiation des voies a1-adrénergiques sur le promoteur de I'ANF 22, Quelques

annees plus tard, des travaux par Sprenkle et al., ont également impliqué
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I'élément PERE (appelé Sp1-like), en collaboration avec les sites SRE (-406 pb)
et SRE-like (-114 pb), dans l'activité basale et al-inductible de 'ANF 2'°. Les
études subséquentes menées afin d'identifier le ou les facteurs pouvant interagir
avec cet élement de réponse ont conduit au clonage moléculaire d’'un transcrit
encodant une protéine appartenant a la famille Krippel, qui a ét¢ nommée PEX1
(Debrus et al, en progres). Des études d'immunohistochimie ont permis d’établir
le patron d’'expression de PEX1, ce dernier coincidant parfaitement avec celui de
I'’ANF dans le coeur. Ainsi, 'ontogénése de PEX1 durant 'embryogenése (jour
E8 chez la souris), et sa diminution dramatique dans le coeur postnatal,
supportent I'hypothese d’un réle important de PEX1 durant la cardiogenése. Par
ailleurs, la ré-induction de son expression dans les cceurs subissant une
hypertrophie causée par une stimulation a la PE, suggére un réle potentiel de
PEX1 dans la croissance des cardiomyocytes, incluant la croissance trophique
ou hypertrophique cardiaque. Par conséquent, il serait raisonnable de considérer
PEX1 comme un médiateur clé de la réponse a divers stimuli de croissance, et

particulierement aux agents a1-adrénergiques.

Méme si le site PERE semble essentiel pour I'activation de 'ANF, d'autres
éléments régulateurs semblent contribuer a la réponse o1-adrénergique,
suggerant ainsi une coopération de PEX1 avec d'autres facteurs cardiaques.
Des partenaires potentiels de PEX1 dans l'activation du promoteur de 'ANF ont
donc été recherchés. Etant donné que la transcription basale ainsi que celle
induite par les agonistes al-adrénergiques de I'ANF, nécessite la collaboration
de PERE et des sites SRE 2'°, SRF a été considéré comme un partenaire
potentiel dans la mediation des voies a1-adrénergiques. D'autre part,
I'implication critique de GATA-4 dans la régulation d’'une grande variété de génes
cardiaques induits par des agents hypertrophiques, soulevait la possibilité que
GATA-4 puisse aussi représenter un autre collaborateur potentiel de PEX1,
particulierement en vue. Des études impliquent le complexe SRF/GATA-4 dans

I'activation de 'ANF suite a une stimulation hormonale "%,
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3.1.2. Implication des interactions combinatoires entre GATA-4, SRF et
PEX1 dans I’hypertrophie

Nous rapportons dans cette étude une interaction coopérative entre PEX1
et GATA-4 sur le promoteur de 'ANF, appuyée par une liaison physique entre
ces deux facteurs. La synergie obtenue nécessite d’une part les sites GATA du
promoteur de 'ANF, et d'autre part la région C-terminale renfermant le deuxiéme
doigt de zinc de GATA-4, responsable de la liaison a 'ADN. En revanche, des
mutations ponctuelles au niveau de I'élément PERE n'affectent que faiblement la
synergie, suggérant que PEX1 agisse comme un co-facteur de GATA-4. Par
ailleurs, nos résultats démontrent aussi une interaction directe entre PEX1 et
SRF, ayant également la capacité d'activer le promoteur de I'ANF par
lintermédiaire de I'élément de réponse reconnu par SRF, suggérant PEX1
comme le partenaire d’un autre régulateur cardiaque. La présence de I'élément
intacte PERE, permet cependant une synergie optimale entre ces trois protéines,

laissant présager la participation de ce site dans des conditions hypertrophiques.

Dans cette étude, nous proposons qu’un complexe multiprotéique, formé
d’au moins 3 protéines GATA-4, SRF et PEX1, assure I'activation synergique du
promoteur de 'ANF. L'interaction combinatoire entre ces trois facteurs trans-
régulateurs dans la régulation de 'ANF est d’autant plus pertinente que deux de
ces facteurs ont déja été impliqués dans Ia réponse a des stimuli
hypertrophiques. De plus, il est généralement accepté que les réponses
hypertrophiques sont ultimement régulées au niveau transcriptionnel, et que
differentes interactions combinatoires sont a l'origine des reponses variées qui
existent. Dans ce complexe multi-protéique, GATA-4 est considéré comme un
régulateur crucial de la cardiogenése et de la transactivation des génes
specifiques au coeur, tels que 'ANF et le BNP 2522 par ajlleurs, plusieurs
travaux ont rapporté I'implication de GATA-4 dans I'hypertrophie cardiaque et
particulierement celle induite par les facteurs de croissance 2%°. En effet, divers
mécanismes moléculaires convergent sur GATA-4, tels que les modifications

post-traductionnelles comme la phosphorylation #2° ou I'acétylation 22, ou encore
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le recrutement de divers cofacteurs comme NFATc 47, GATA-6 %2, et SRF %,
Ces mécanismes sont a la base de la régulation transcriptionnelle de plusieurs
genes cardiaques durant I'hypertrophie. Dans ce contexte, nous proposons que
PEX1 agit comme un cofacteur hormono-dépendant qui est recruté par le facteur
de transcription GATA-4 pour activer de fagon synergique le promoteur de 'ANF

et d’'autres promoteurs cardiaques.

En outre, étant donné que I'expression de plusieurs génes cibles de SRF
est altérée durant le développement et I'hypertrophie cardiaque, SRF a été
suggeré comme un facteur important de la réponse hypertrophique. Des études
par Sprenkle et al., ont impliqué en partie les sites SRE et SRE-like dans la
médiation des voies al-adrénergiques 2'°; cependant les mécanismes
moléculaires demeurent incertains. Dans notre étude, nous rapportons
I'existence d’'une interaction physique entre SRF et PEX1 qui régule positivement
le promoteur de I'ANF. Cette activation nécessite le site SRE-like d’une part, et la
boite MADS de SRF qui représente le domaine de liaison & 'ADN d’autre part:;
ceci est consistant avec les études de Sprenkle et al, et suggére que SRF
recrute des co-facteurs, et médie la réponse adrénergique en liant le site
consensus CC(A/T)s GG et la séquence CTTTAAAAGG, présents sur le
promoteur de I'ANF. En effet, malgré l'implication connue de SRF dans la
régulation transcriptionnelle des génes précoces immédiats et particuliérement
de c-fos, son implication dans les réponses aux facteurs de croissance fait I'objet
d’études intensives. Dans ce contexte, nous proposons un mécanisme nucléaire
impliquant SRF et ses co-facteurs, potentiellement responsable de médier les

voies a1-adrénergiques sur 'ANF.

Ainsi, 'ensemble des résultats suggére que PEX1 agit comme un co-facteur
des deux régulateurs cardiaques majeurs, GATA-4 et SRF, impliqués dans
I'hypertrophie. De plus, I'activation synergique de 'ANF suite & la co-expression
des trois protéines suggére que ce complexe multi-protéique est un activateur
puissant de 'ANF. Comme d'autres travaux au laboratoire ont aussi impliqué le

complexe ternaire GATA-4/SRF dans la réponse a 'ET-1, il serait intéressant de
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verifier, par des expériences de précipitation de la chromatine (ChIPs), la
présence de PEX1 dans le complexe GATA/SRF sur le promoteur de 'ANF, et
ce sous difféerentes conditions de stimulations (PE, ET-1 et Angll). En effet, ces
experiences sont facilitées par la disponibilité d’anticorps anti-PEX1, anti-GATA4
et anti-SRF spécifiques. Ces anticorps fonctionnent bien en co-
immunoprécipitation (co-IP) et en ChIP, ce qui nous permettra de vérifier que ces
3 protéines peuvent former un complexe sur différents promoteurs. De plus, des
doubles et des triples ChIPs confirmeront la présence simultanée de ces 3
protéines sur I'ANF et sur d'autres promoteurs cibles. Ces expériences sont
envisageables, d'autant plus que des résultats trés encourageant ont été

obtenus lors d'études préliminaires en ChIP, avec le promoteur de I'ANF.

3.1.3. Réle de PEX1 dans la régulation de divers génes a1-inductibles

L'importance des voies de signalisation adrénergiques dans I'hypertrophie
et linsuffisance cardiaque est bien établie % Au niveau transcriptionnel,
plusieurs génes sont activés en réponse aux al-adrénergiques. Nos travaux
montrent que la collaboration SRF/GATA-4/PEX1 n'est pas restreinte au
promoteur de 'ANF, mais est aussi mise en évidence pour la transcription
d'autres génes cardiaques embryonnaires a1-inductibles, tels que la chaine
lourde de la myosine (B-MHC), I'actine cardiaque (a-CA) et I'actine squelettique
(a-SkA), et pourrait donc contribuer a la régulation de I'expression de plusieurs

génes cardiaques in vivo.

Nous rapportons que la coexpression des 3 protéines GATA-4, SRF et
PEX1, active fortement le promoteur p-MHC, sans influence particuliere sur le
promoteur o-MHC. En effet, les différents isoformes des MHC cardiaques sont
tres étudiés, car les changements dans les proportions de ces protéines
semblent étre directement reliés a la performance mecanique du coeur. Malgré
I'expression simultanée de a- et B-MHC t6t durant le développement (E7.5- E8),

B-MHC devient rapidement restreint aux ventricules et diminue drastiquement au
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profit de a-MHC 7 jours aprés la naissance ?®°. Ce profil d’expression coincide
bien avec celui de PEX1, suggérant une régulation potentielle du promoteur B-
MHC par PEX1. De plus, suite & une stimulation a la norépinéphrine (NE), une
augmentation seélective de la production de protéines B-MHC, a travers les
récepteurs ol- adrénergiques, est observée dans les cultures primaires de
cardiomyocytes foetaux 2%”. Ces études sont consistantes avec nos résultats de
transactivation, ou le complexe multiprotéique active spécifiquement Ile
promoteur B-MHC, suggérant l'implication potentielle de ce complexe dans la

meédiation des voies a1-adrénergiques.

D'autre part, I'importance des sites cis-régulateurs GATA 229272288¢t CArG
?142%Jans la médiation des voies al-adrénergiques et de la réponse
hypertrophique est bien connue. Des études par Hasegawa et al. soulignent
limportance d'un site GATA proximal dans l'activation du promoteur B-MHC,
suite & une stimulation a1-adrénergique, mais les interactions transcriptionnelles
qui y participent demeurent inconnues 2%*. |l serait donc raisonnable de suggérer
PEX1 comme un des coactivateurs de GATA-4 sur le promoteur B-MHC. De
plus, les promoteurs B-MHC et a-SkA sont impliqués dans la reponse

hypertrophique, et régulés par I'interaction de GATA-4 et NFAT*’.

En outre, les éléments CArG présents dans la région proximale de divers
genes du muscle, sont impliqués dans la régulation spécifique des génes du
muscle cardiaque et squelettique %', mais semblent médier partiellement
I'expression stimulée par les voies o1-adrénergiques 2'°, suggérant ainsi la
préesence d'autres cofacteurs. L'interaction de SRF avec d'autres facteurs
nucléaires semble étre a la base de I'activité transcriptionnelle tissu-spécifique.
En effet, SRF est induit par Elk-1 et SAP-1 pour réguler I'activité de c-fos 2%, et
forme des complexes transcriptionnels, notamment avec Nkx2.5 et GATA-4 pour
activer certains genes comme l'actine cardiaque (a-CA) ?®. Dans ce contexte,
nous proposons un complexe transcriptionnel formé de SRF, GATA-4 et PEX1,
responsable d'activer divers promoteurs a1l-inductibles impliqués dans

I'hypertrophie cardiaque.
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3.2. Signalisation nucléaire par les récepteurs atladrénergiques :
un mécanisme général

Les résultats présentés démontrent qu’une interaction combinatoire entre 3
protéines, active divers génes cardiaques impliqués dans la réponse
hypertrophique, incluant celle médiée par les voies al-adrénergiques. Etant
donné que I'expression de PEX1 n'est pas restreinte au coeur, et que PEX1, SRF
et la famille GATA sont simultanément présents dans plusieurs tissus et organes,
ce complexe multiprotéique pourrait représenter un paradigme de la régulation
al-adrenergique dans divers organes, tels que les muscles lisses et

squelettiques, les cellules hépatiques et méme dans les cellules neuronales.

3.2.1. Au niveau du muscle lisse

Contrairement aux cellules cardiaques terminalement différenciées, les
cellules du muscle lisse (VSMC) présentes a I'état différencié dans les vaisseaux
sanguins adultes, altérent leur statut de différenciation dans des conditions
pathologiques et adoptent un phénotype synthétique de prolifération (2.
Cependant, les mécanismes moléculaires qui contrélent cette modulation
phénotypique demeurent méconnus. D’autre part, I'implication des voies ai-
adrénergiques dans la prolifération et la migration des VSMCs est bien établie, et
joue un réle critique dans les pathologies vasculaires telles que I'athérosclérose
?%2_ Remarquablement, les voies de signalisation activées par les récepteurs a1-
adrénergiques ainsi que les familles de protéines impliquées dans la régulation
des genes cibles dans les systémes vasculaires et cardiaques sont similaires, ce
qui laisse présager que les mécanismes moléculaires induits au niveau
cardiaque pourraient étre pertinents a la régulation de la prolifération des
VSMCs.
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Une variété de médiateurs de la voie ail-adrénergique joue des rdles
importants dans les deux systtmes cardiaques et vasculaires. En effet,
I'activation des récepteurs at-adrénergiques par la norépinéphrine (NE) stimule
I'activité de la phospholipase D (PLD) au niveau des cardiomyocytes 2%°, mais
également au niveau des VSMCs 2. De plus, des travaux plus récents ont
rapporté l'implication des voies Ras/MAPKs dans I'activation de la PLD, induite
par la NE dans les VSMCs %% ; ces seconds messagers jouent un rble essentiel
dans la réponse hypertrophique, ce qui laisse supposer un mécanisme similaire
au niveau du coeur. D'autre part, la protéine kinase p38, connue pour médier la
réponse hypertrophique au niveau du coeur '*, est également activée par la NE
au niveau vasculaire, et médie la contraction, I'hypertrophie, la prolifération et la
migration des VSMCs ®; encore une fois, une voie qui permet de faire le
paralléle entre les deux systémes. De plus, les différents sous-types des
récepteurs al-adrénergiques sont responsables de la régulation de la synthése
protéique au niveau des VSMCs **®, une caractéristique récapitulée durant la
réponse hypertrophique dans le coeur. Ces quelques exemples démontrent que
suite @ une stimulation adrénergique, plusieurs des effecteurs impliqués dans la
réponse au stress sont communs dans les deux systémes cardiaques et
vasculaires. Egalement, il est important de noter que la conséquence ultime de
l'activation de ces voies de signalisation est la régulation transcriptionnelle de
génes cibles qui sont trés apparentés dans ces deux systémes. En effet, la
réponse aux voies pathologiques dans ces deux systémes, engendre I'activation
de certains génes dotés de fonctions semblables, tels que SM-actin, SM 22- a
dans les VSMCs et l'actin-alpha cardiaque, a et B-MHC dans le coeur. De
surcroit, les régions de régulations de ces différents génes possédent des

éléments de réponse cis-régulateurs trés similaires.

En effet, il est maintenant accepté que la régulation des génes spécifiques
aux cellules du muscle lisse (SMC) sont controlés par des interactions
combinatoires complexes de protéines trans-régulatrices ubiquitaires et histo-

299

specifiques . Cependant, malgré lidentification de plusieurs facteurs de

transcription, les mécanismes responsables de la différenciation et Ia
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prolifération du muscle lisse demeurent incertains. Des sites CArG ont été
identifies sur la plupart des génes spécifiques au muscle lisse. De plus,
I'activation de SRF par des agonistes hypertrophiques stimule I'expression des

30 Par ailleurs, en plus des

protéines cytosquelettiques dans les VSMCs
facteurs SRF, le facteur GATA-6 a été impliqué dans la différenciation des
VSMCs 29439 majs présentement aucune étude ne suggére l'implication de
GATA-6 dans la réponse hormonale par les GPCRs. Il semble donc exister une
similitude entre les familles de facteurs de transcription impliqués dans la
régulation des génes cibles dans les deux systémes cardiaques et vasculaires :
la famille des protéines a boite MADS ("MADS Box") tel que SRF et les facteurs
a doigts de zinc tels que la famille de facteurs GATA, pertinents a notre étude,
mais également les protéines a homéodomaines dont les facteurs Nkx, les
protéines a doigts de zinc "Krippel-like", les protéines a Helice-boucle-Hélice
(HLH) et les protéines d’autres familles telles que NFAT et les protéines AP-1 2%,
Par conséquent, il est envisageable de spéculer un réle fonctionnel des
interactions combinatoires entre SRF, GATA et PEX1 au niveau du muscle lisse.
De plus, étant donné I'importance des voies des MAPKs au niveau du VSMCs
78302 il serait intéressant de voir si ce complexe représente une cible des voies
al-adrénergiques médiées par les MAPKs, engendrant la régulation de

I'expression des génes au niveau du muscle lisse.

3.2.2. Au niveau neuronal

Parmi les divers récepteurs adrénergiques qui résident dans le cerveau,
les récepteurs a1-adrénergiques sont les plus abondants. Toutefois, le manque
de selectivité des agonistes et antagonistes aux différents sous-types, constitue
un handicap dans la détermination de leur réle fonctionnel dans le systéme
nerveux central %. Des études ont souligné qu’une stimulation de ces récepteurs
augmente la vigilance et diminue les besoins de sommeil, ¥ %%t que Ia
surexpression des a1-ARs entraine une neuro-dégénérescence apoptotique .
Mais les mécanismes moléculaires qui régulent ces effets excitateurs sont loin

d'étre compris.
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Les patrons d'expression de GATA-2 et GATA-3 se chevauchent dans
plusieurs domaines du systéme nerveux central, mais leurs modes de régulation
et fonctions spécifiques sont incertaines 3. Ces facteurs de transcription sont
impliqués dans la neurogenése, la migration neuronale, et la projection axonale
3033 Etant donné I'expression de GATA-2 et 3 dans les stades précoces de la

393 et leur implication aux stimuli hormonaux dans

différenciation neuronale
d'autres systémes, notamment le systéme cardiaque, il serait intéressant
d'investiguer si les membres de GATA ont la capacité de médier, directement ou
indirectement, la réponse aux voies a1-adrénergiques dans le systéme nerveux
central, d'autant plus que PEX1 est exprimé dans le cerveau (Debrus et al, en

progres).

3.2.3. Au niveau hépatique

Les voies a1-adrénergiques jouent des roles essentiels au niveau de la
fonction hépatique, notamment au niveau de la prolifération et de la croissance
cellulaire 2%'. Elles sont également impliquées dans le processus de régénération
du foie, caractérisé principalement par une ré-induction de la prolifération des
hepatocytes en réponse a des situations de stress (stimulation hormonale,
hépatectomie partielle (HP)). Cette fonction de régénération est contrélée par
des voies de signalisation impliquant divers seconds messagers. En effet, en
plus des voies classiques impliquant I'élévation de l'inositol triphosphate et du
calcium %, des travaux par Spector et al., ont associé la voie de signalisation des
MAPKs a la prolifération des hépatocytes "°. D'ailleurs, des travaux ont mis en
evidence que l'administration in vivo d'agonistes a1-adrénergiques stimule
rapidement les voies PKB/Akt, suggérant que la voie a1-adrénergique contréle
certaines fonctions anti-apoptotiques durant la régénération du foie .
Cependant, malgré I'implication confirmée des récepteurs al-adrénergiques
dans la régulation de la prolifération, les mécanismes moléculaires demeurent
peu connus. Plusieurs études rapportent qu'une élévation de I'expression des

génes précoces immédiats, notamment c-fos et c-jun, intervient suite & une
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stimulation adrénergique ; ces résultats suggérent que le complexe AP-1 pourrait

en partie moduler I'expression transcriptionnelle de plusieurs génes hépatiques
97,98

Par ailleurs, I'expression hépatique durant 'embryogenése des différents
membres de la famille GATA 3%3% et particulierement de GATA-4 et -6, a été
rapportée dans le modéle murin *®. Le facteur GATA-4 joue un réle critique dans
la régulation de divers génes spécifiques au foie ***3'ainsi que dans la
restructuration de la chromatine, suggérant un mécanisme potentiel dans
l'ouverture de la chromatine afin d'assurer une accessibilité aux régions
réegulatrices et donc un contréle transcriptionnel 3'2. D'autre part, I'expression
élevée de GATA-4 dans le foie foetal par rapport au foie adulte 3" laisse
présager un réle dans la prolifération des précurseurs hépatocytaires au cours
du développement. De plus, certains stimuli (hormonaux ou mécaniques)
peuvent induire une dé-différenciation des hépatocytes matures et restaurer la
prolifération de ces cellules 33" || serait dés lors intéressant d’évaluer la
participation de GATA-4 dans ce phénomeéne. D'autre part, il serait intéressant
d'investiguer Tlinteraction entre GATA-4 et PEX1 dans la réponse a1l-
adrenergique au niveau du foie, d'autant plus que PEX1 est exprimé dans le foie
adulte (Debrus et al, en préparation). En effet, limportance des interactions des
differents membres de la famille GATA avec d'autres co-régulateurs
transcriptionnels, a été rapportée dans divers systémes, notamment dans le

228,280 315

coeur et dans le foie

3.3. Perspectives futures

Malgré les travaux intensifs sur I'implication des interactions combinatoires
dans la régulation génique, ces études n’en sont qu'a leur début. L'identification
des divers éléments de réponse présents sur les génes cardiaques cibles, ainsi
que de leurs facteurs de transcription respectifs permet d'élucider les

meécanismes moléculaires qui sont & la base du développement cardiaque
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physiologique et pathologique. La caractérisation d'un nouveau cofacteur ai-
inductible au complexe GATA/SRF représente la premiére étape dans
I'identification d’une nouvelle voie transcriptionnelle médiant la réponse nucléaire
par les récepteurs al-adrénergiques sur le promoteur de 'ANF. Ce complexe
GATA/SRF/PEX1 pourrait jouer un réle essentiel aussi bien dans la croissance
physiologique durant le développement, que dans la croissance pathologique
durant I'hypertrophie. En effet, le profil d’expression de PEX1 est particulier. Il est
activement présent durant 'embryogenése, disparait presque totalement chez
I'adulte, et se trouve ré-induit dans le coeur durant le processus d’hypertrophie
cardiaque (Debrus et al, en préparation); ce profil d'expression coincidant

temporellement avec celui de 'ANF.

L'etape suivante de cette étude est tout d’abord de comprendre le role de
PEX1 par des études de gain et de perte de fonction. /n vitro, nous chercherons
a établir en premier lieu, si I'expression de PEX1 est nécessaire a la signalisation
nucléaire de la voie alpha1-adrénergique grace a I'emploi de cardiomyocytes
infectés avec des adénovirus exprimant 'ADNc complet ou I'antisens PEX1,
traités ou non a la phénylephrine (PE). A cette fin, jai déja généré des
adénovirus contenant la séquence codante sens de HA-PEX1, et des adénovirus
antisens PEX1 dirigés contre une partie de la région 5'UTR (région peu similaire
aux autres membres a doigts de zinc), qui sont préts a étre testés. De plus, nous
chercherons a vérifier si la surexpression de PEX1 potentialise la réponse a la
PE, ou si elle est suffisante pour induire I'hypertrophie cardiaque. In vivo, il
faudra aussi déterminer le réle de PEX1 dans le développement normal et
pathologique. Dans ce contexte, j'ai généré des souris transgéniques (a-MHC-
PEX1), surexprimant PEX1 spécifiquement dans le cceur. Les embryons ont été
récoltés aux jours E14 puis E12.5, mais aucun embryon n'était transgénique,
suggérant une possibilité de létalité embryonnaire. Les analyses & un stade plus
précoce (E9.5) ont donné deux positifs (qui seront analysés par
immunohistochimie), suggérant une importance dose-dépendante de PEX1
durant le developpement embryonnaire. Pour des études de gain de fonction a

I'avenir, il faudra utiliser un systéme inductible.
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Dans le contexte d'études de perte de fonction, des analyses
bioinformatiques indiquent que toute la région codante de PEX1 se trouve dans
F'exon 2 sur le chromosome 7 de la souris. L'inactivation génique de PEX1 devra
aussi étre faite par un systéeme CRE-lox compte tenu de I'expression de PEX1 t6t
dans les vaisseaux et le coeur. Cette excision tissu-spécifique pourrait aider dans
la détermination du réle dans d'autres tissus incluant les neurones.

L'ensemble de ces expériences devrait établir le role de PEX1 durant le
développement embryonnaire et déterminer si PEX1 est un effecteur de la

signalisation alpha1-adrénergique.
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