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I- Structure et fonction du systéme vasculaire

1.1- Généralités

Le fonctionnement normal de 1’organisme nécessite un apport en oxygeéne et en nutriments
au niveau des tissus ainsi qu’une ¢élimination des déchets (créatinine, CO,, urée). C’est dans cette
mission que le systéme cardiovasculaire joue son role le plus important en respectant une hiérarchie
dans les distributions régionales : cerveau, rein, territoire splanchnique et membres. Comme son
nom ’indique, le systéme cardiovasculaire est formé de différents acteurs : d’une pompe, le cceur et
d’une tubulure, le systéme vasculaire. Le cceur se situe au début et a la fin de ce réseau hydraulique
et permet la propulsion du sang, ce qui génere un débit sanguin et par conséquent de la pression

résultant de la résistance opposée a son travail.

Le role du systéme cardiovasculaire ne se cantonne pas uniquement au ravitaillement des
organes en nutriments et en oxygene, il forme également un réseau de controle permettant le
transport et la sécrétion d’hormones. Il participe aussi a la défense de I’organisme via la mobilité
qu’il donne aux cellules immunitaires. Enfin, il intervient dans le maintien de la température

corporelle en acheminant la chaleur produite par les organes jusqu’a la peau.

Le systéme vasculaire peut étre divisé en deux parties : le réseau artériel, qui part du coeur
vers les organes, et le réseau veineux, qui rameéne le sang au cceur. La répartition du sang dans
I’organisme impose une structure allant des plus gros vaisseaux (macrocirculation) aux plus fins
(microcirculation). A I’inverse, pour ramener le sang au cceur, le systéme veineux rassemble une
multitude de petits vaisseaux formant les grosses veines. Il existe différents types de vaisseaux qui

se succedent le long de cet arbre vasculaire, classés selon leur taille et leur fonction (Tableau 1).

Les artéres se divisent en 2 types différents : les artéres élastiques ou de conductance et les
artéres musculaires ou de résistance. Les artéres élastiques comme aorte et carotide ont un rdle
d’amortisseur de la pulsatilité engendrée par 1’activité cardiaque. Elles emmagasinent du sang
pendant la systole qu’elles restituent pendant la diastole. Elles transforment le flot discontinu du
sang ¢éjecté par le ventricule gauche en flot pulsé mais continu a la périphérie. Dans les grosses
arteres, la résistance a I’écoulement est trés faible et la vitesse d’écoulement du sang est tres élevée.
A T’opposé, les artéres musculaires (artéres coronaires, mésentériques...) distribuent le sang en

adaptant leur débit aux besoins des organes cibles. Dans ces artéres, la résistance a 1’écoulement est
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Figure 1 : Schéma de la structure pariétale d’une artére.
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trés élevée, ce qui induit une importante chute de pression, mais la vitesse d’écoulement du sang y

reste élevée.

L’ensemble du réseau artériel systémique assure le transport du sang du ventricule gauche
vers capillaires tissulaires, ainsi que le réglage de la distribution sanguine via 1’intervention de
phénomeénes actifs de vasomotricité. Ainsi, le débit ne varie pratiquement pas au niveau de certains
organes, tels que le cerveau, alors que dans d’autres cas il peut étre multiplié¢ par 20 ou méme 40
pour s’adapter a I’activité fonctionnelle (au niveau de la peau) ou métabolique de 1’organe (cas du

muscle).

En considérant le sang comme un liquide newtonien circulant avec une pression moyenne, le
débit au niveau d’un organe se calcule selon le rapport : Pression efficace sur la Résistance a
I’écoulement (Loi de Darcy). La pression efficace (pression artérielle moyenne et veineuse) ne
variant pratiquement pas, le seul facteur de variation du débit au niveau d’un organe est donc la
résistance a 1’écoulement (R) du sang, or d’aprés la loi de Poiseuille : R=8In/nr* (1) : la viscosité ; 1 :
la longueur du vaisseau ; r : rayon du vaisseau). Dans cette équation, seul « r» n’est pas constant.
C’est donc en faisant varier leur calibre que les vaisseaux contrdlent le débit au niveau des organes
qu’ils irriguent. De plus, sachant que dans la loi de Poiseuille le rayon du vaisseau est ¢levé a la
puissance 4, la moindre variation de ce dernier suffit a faire augmenter le débit significativement.

Ces changements actifs du calibre des vaisseaux constituent la vasomotricité.

Les fibres musculaires lisses, qui constituent la paroi des artéres, régissent leur calibre et
peuvent répondre a des stimuli divers incluant des signaux d’ordre hémodynamique, tels que la
pression et le flux. Ainsi, les variations de pression sanguine sont percues par la paroi vasculaire
comme des contraintes tensionnelles qui induisent a leur tour des variations du diamétre des arteres.
Il en est de méme pour le flux qui induit des forces de cisaillement a la surface des cellules
endothéliales. Les forces de cisaillement provoquent ainsi une dilatation dite flux-dépendante. Dans
les conditions physiologiques, ces deux mécanismes s’équilibrent permettant le maintien d’un tonus
basal vasculaire. Ces réponses fonctionnelles a la pression et au flux constituent la

mécanotransduction.

I.2- Structure de la paroi vasculaire

Les vaisseaux sanguins sont constitués de tuniques morphologiquement distinctes qui sont,
de I’intérieur vers I’extérieur du vaisseau : I’intima avec la limitante élastique interne, la média
avec la limitante élastique externe et I’adventice (Figure 1). Cette division est trés nette dans les

gros troncs artériels.
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L’importance et la complexité de ces tuniques dépendent du vaisseau sanguin et peuvent étre
trés grandes ou réduites a une simple monocouche. Ainsi les artéres élastiques et les artéres

musculaires ont une structure différente.

I.2.1- Les artéres élastiques ou de compliance

Les artéres élastiques sont essentiellement 1’aorte, les carotides primitives, les artéres
pulmonaires, les artéres iliaques, les artéres sous-claviéres et les artéres brachio-céphaliques. Ces
vaisseaux de gros calibre (de 1 a 2 cm de diamétre chez I’homme), intervenant dans le transport du
sang, sont caractérisés par la présence dans leur paroi d’une importante charpente ¢lastique (environ

40% d’¢lastine).

1.2.1.1- L’intima

L’intima est une couche vasculaire caractérisée par un endothélium constitué d’une
monocouche de cellules plates (2um), les cellules endothéliales, possédant un grand axe (50um)
paralléle a celui du vaisseau. Cette orientation est déterminée par les forces de cisaillement
appliquées a leur surface par le flux sanguin'. Ces cellules sont recouvertes d’un glycocalixe
(couche de mucopolysaccharides chargés négativement) dont le role essentiel est d’empécher la
thrombose sur la surface endothéliale et, plus récemment, on lui a découvert un role de
mécanosenseur”. Les cellules endothéliales sont reli¢es entre elles par des jonctions serrées (tight
Jjunctions) et des jonctions communicantes (gap junctions) permettant les échanges d’ions, de
métabolites et d’autres facteurs de régulation intercellulaire. La présence de filaments de myosine
confere aux cellules endothéliales des propriétés contractiles. Cette contractilité permet un
¢largissement des espaces intercellulaires et par conséquent une augmentation de la perméabilité
vasculaire. De plus, I’endothélium est un régulateur de la vasomotricité artérielle par la sécrétion de
substances contractantes telles que I’endothéline ou le thromboxane A2, ainsi que relaxantes
comme la prostacycline ou le monoxyde d’azote agissant sur les cellules musculaires lisses (CMLs)
de la média sous-jacente. L’endothélium repose sur une couche de tissu conjonctif constitu¢ de
microfibrilles de collagéne (principalement de type IV) et de glycoprotéines : la lame basale. Elle
sert de support lors de la régénération de 1’endothélium. L’intima est délimitée par une limitante
¢lastique interne, constituée de fibres élastiques transversales et ponctuée de fenestrations

susceptibles de faciliter les communications entre les deux tuniques.

1.2.1.2- La média

La média est une tunique formée de lames ¢élastiques unies les unes aux autres par des fibres

¢lastiques obliques et positionnées de manic¢re concentrique. Leur nombre est trés variable en

8
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fonction du diameétre de 1’artére et peut atteindre par exemple 60 a 70 dans 1’aorte chez I’homme
adulte. Entre les lames ¢€lastiques, se trouve un tissu conjonctif, constitu¢ de fibres de collagéne de
type 1. On y observe principalement des cellules musculaires, a disposition concentrique réunissant
les lames élastiques les unes aux autres, des microfibrilles d’élastine et des glycosaminoglycanes de
la substance fondamentale. Cet ensemble forme une unité lamellaire’ qui sera ensuite caractérisée
plus précisément comme un « feuillet musculo-élastique »*. Chaque feuillet correspond 4 un groupe
de cellules enveloppées par une matrice, constitu¢ d’une lame basale et d’un fin réseau de fibrille de
collagene de type III et IV. Le tout est entouré d’un tapis de fibres élastiques dont 1’orientation est
identique a celle des grands axes des cellules. Cette organisation en structure lamellaire n’existe que
dans les artéres €lastiques, les artéres musculaires ne possédant pas cette architecture. Le nombre de
feuillets est proportionnel au diamétre du vaisseau et augmente progressivement avec le poids et la
taille chez les différentes espeéces animales. La derniére lame ¢lastique de la média constitue la

limitante élastique externe.

1.2.1.3- L’adventice

L’adventice est une couche vasculaire peu développée dans les artéres €lastiques et formée
d’un réseau de collagéne prenant naissance a partir de la derni¢re lame élastique de la média. A ce
niveau, on trouve des vaisseaux et des nerfs qui constituent respectivement les vasa vasorum et les
nervi vasorum. Les vasa vasorum sont un réseau capillaire assurant la nutrition des cellules les plus
¢loignées de la lumiére du vaisseau. Les apports en oxygene et en nutriments de I’intima et des deux
tiers de la média se font directement par la diffusion des ¢léments du sang circulant. Les nervi

vasorum, quant a eux, permettent une innervation des vaisseaux.

1.2.2- Les artéres musculaires

Ce type d’artéres constitue une grande part de 1’arbre vasculaire. On peut citer notamment
les artéres des membres (artéres coronaires, spléniques, rénales, humérales), les artéres
mésentériques et les artéres cérébrales. Ces artéres de petit calibre contiennent une grande
proportion de cellules musculaires lisses par rapport aux artéres élastiques, et jouent un role
prépondérant dans la régulation systémique de la pression artérielle, pour une distribution optimale

du sang au niveau de chaque tissu.

1.2.2.1- L’intima

Assez semblable a celle des arteres élastiques, elle comporte un endothélium qui repose sur
une couche conjonctive sous-endothéliale. Elle est limitée a sa partie profonde par une limitante

¢lastique interne, épaisse, réfringente, et bien visible.
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1.2.2.2- La média

La média est formée de fibres musculaires lisses, a disposition circulaire. Entre elles,
s’intercalent quelques fibres de collagéne ainsi qu'un fin réseau élastique se raccordant a la

limitante élastique externe, formée de lamelles ¢lastiques disposées en faisceaux irréguliers.

1.2.2.3- L’adventice

Formée de tissu conjonctif, 1’adventice est souvent bien développée au niveau des arteres
musculaires et se continue en dehors avec le tissu conjonctif environnant. Le réseau élastique se
raccorde aux lamelles élastiques de la limitante élastique externe. Les éléments conjonctifs se
groupent en de volumineux faisceaux de fibres de collagéne souvent orientés longitudinalement.
L'adventice des artéres de résistance contient de 1'¢lastine, du collagéne, des fibroblastes, des
mastocytes, des macrophages, et parfois des cellules de Schwann associées a des terminaisons
nerveuses. L'épaisseur de cette couche varie en fonction du lit vasculaire et de l'espece. Elle est trés
développée au niveau des microvaisseaux. Le tissu conjonctif de I’adventice assure 1’arrimage du

vaisseau aux organes environnants.

1.3- L’innervation de la paroi artérielle

C’est au niveau de I’adventice que se trouvent les fibres nerveuses. Il s’agit principalement
de fibres nerveuses amyé¢liniques, appartenant au systéme nerveux autonome, en particulier
sympathique. Les afférences de ces fibres sont étroitement liées aux faisceaux de la limitante
¢lastique externe.

Au niveau de leurs varicosités, se trouvent des vésicules synaptiques contenant le médiateur
chimique (surtout noradrénergique mais aussi cholinergique). La libération de ce médiateur entraine
une dépolarisation de la membrane au niveau des fibres musculaires lisses de la média. La
propagation de cette dépolarisation est assurée grace aux zones de faible résistance é€lectrique que
sont les « nexus », jonctions heptalamellaires de type « gap » qui réunissent les fibres musculaires
lisses entre elles. Les jonctions neuromusculaires du muscle lisse ne sont pas celles trouvées au
niveau du muscle squelettique. Les fibres nerveuses rejoignent le sommet d’un feuillet de fibres
musculaires. Il n’y a pas de contact direct entre les fibres musculaires et les fibres nerveuses, mais il
y a formation de ce que I’on appelle des jonctions diffuses, qui sécrétent leur substance médiatrice a
I’intérieur du liquide interstitiel & quelques nanomeétres des cellules musculaires ; la substance
médiatrice diffuse ensuite vers les cellules. De plus, 1a ou il existe plusieurs couches de cellules

musculaires, les fibres nerveuses n’innervent souvent que la couche externe, et I’excitation du
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Figure 2: Schéma simplifié de la voie de signalisation Notch.

Pendant la maturation de la protéine, Notch subit un premier clivage par la furine (S1). Apres
I’interaction avec son ligand, Delta ou Jagged, sur ses motifs extracellulaires EGF-like, Notch subit
un second clivage (S2) par une métalloprotéase TACE. Le domaine extracellulaire (NECD) du
récepteur Notch est relargué, et le fragment tronqué du domaine extracellulaire restant devient le
substrat du complexe y-sécrétase qui libére le fragment intracellulaire du récepteur (NICD). Celui-ci
s’associe avec une protéine cytoplasmique RBP-J; et migre dans le noyau ou il forme un complexe
avec des facteurs de transcription comme CSL et MAM activant I’expression de genes cibles.
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muscle est transmise ensuite de cette couche vers les couches internes, soit par la propagation du
potentiel d’action dans la masse musculaire, soit par la diffusion ultérieure de substances

médiatrices telles que la noradrénaline et I’AVP (Atrial Vasoactive Peptide).

1.4- Notch3 : un récepteur affectant la structure des artéres de résistance

1.4.1- Généralités :

Les récepteurs Notch sont des glycoprotéines transmembranaires de type 1 hautement
conservées qui, en plus d’intervenir dans la régulation de nombreuses fonctions cellulaires

(différenciation, prolifération et survie cellulaire), contrélent le devenir de la cellule’.

Chez les mammiferes, quatres protéines Notch ont été décrites (Notch 1 a 4). Notch3 est
codé par un géne présent sur le bras court du chromosome 19°. Ce récepteur, qui ne présente que
quelques différences structurelles subtiles par rapport a Notchl et Notch2, a une expression
fortement restreinte aux CMLs des petites artéres’. C’est probablement dd & sa distribution tissulaire
limitée que la délétion de Notch3 n’engendre pas de mortalité embryonnaire® contrairement a celle
de Notch1 ou Notch2”'°, Cependant, I’activation constitutive de Notch3, induite expérimentalement
par la génération de souris transgéniques ou suite a des mutations génétiques spontanées, aboutit au

développement de pathologies'"'?.

La liaison du récepteur Notch avec son ligand (Jagged et Delta), exprimé sur la cellule
voisine, provoque des éveénements protéolytiques qui conduisent & la translocation du domaine
intracellulaire de Notch vers le noyau (Figure 2). Ce domaine y interagit avec des facteurs de
transcription qui induisent a leur tour l'expression de facteurs de transcription spécifiques de tissu

régulant le destin de la cellule.

1.4.2- Role de Notch3

Des études génétiques effectuées chez ’homme et la souris ont mis en évidence que ce
récepteur est un acteur clé¢ dans la physiologie normale et la pathologie des petites artéres. Chez
I’homme, des mutations du domaine extracellulaire de Notch3 sont responsables de la maladie
CADASIL. Les mutations CADASIL sont extrémement stéréotypées, elles conduisent toutes a la
présence d’un nombre impair de cystéines dans 1’'un des motifs EGF du domaine extracellulaire de
Notch3. Dans ce cas, il y a une accumulation de la partie membranaire du récepteur dans la paroi
artérielle. Cette maladie est une forme autosomique dominante de maladies systémiques des petites

arteres, caractérisée par des altérations des CMLs vasculaires (CMLVs) et la présence de dépots
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granulaires osmiophiles trés spécifiques, appelés GOM (Granular Osmiophilic Material)®. Une des
conséquences de cette maladie héréditaire est une dégénérescence progressive de la structure des
petites artéres cérébrales'”. Cela se traduit par un épaississement de la paroi des artérioles,
I’endothélium est respecté mais la média est épaissie, avec une déformation et une dégénérescence
des CMLs entrainant des accidents ischémiques cérébraux, une paralysie pseudobulbaire et de

multiples infarctus sous-corticaux conduisant au déces du patient car il n’existe aucun traitement.

Chez la souris, Notch3 est nécessaire pour la maturation postnatale des petites artéres, en
contrdlant I’identité artérielle et le remodelage du cytosquelette des CMLs. L’inhibition de la
maturation post-natale induit une malformation des CMLVs et une désorganisation de la média.
Chez la souris, la délétion de Notch3 affecte spécifiquement la structure des artéres cérébrales et
caudales. Les artéres de conductance, exprimant également Notch3, ne sont pas affectées par sa
délétion®. Des études précédentes ont montré que la mutation de Notch3, a I’origine de la maladie
CADASIL, entraine un ancrage et une adhésion perturbés des CMLs avec les cellules endothéliales,
ainsi que des anomalies de leur cytosquelette’®. Or, comme nous allons le voir, la réorganisation du
cytosquelette et son association avec les protéines contractiles sont des étapes importantes dans la
modulation de la contraction des CMLs. De plus, cette mutation induit une augmentation du tonus

myogénique et une diminution de la dilatation flux dépendante des artéres de résistance'”.

II- Les cellules musculaires lisses.

I1.1- Généralités

L’organisme est constitué¢ de trois types de muscles de fonctionnement bien distinct : les
muscles squelettique, cardiaque et lisse. Le muscle lisse (ou viscéral par opposition avec le muscle
squelettique) constitue 1’élément principal de la paroi des organes creux contractiles comme
I’intestin et I'utérus. Il est le principal composant de la paroi vasculaire et intervient dans la
vasoconstriction jouant ainsi un role primordial dans la régulation du diamétre du vaisseau.
Embryologiquement, les CMLs, comme tous les autres types de cellules musculaires (squelettiques
et cardiaques), hormis les cellules myoépithéliales, sont issues du mésoderme.

Les CMLs sont des cellules mononucléées, généralement fusiformes avec des extrémités
pointues et parfois bifides, d’un diameétre de 2 a 10 um pour une longueur trés variable selon le tissu

(de 15 um pour les plus petites a 500 wm pour les CML utérines).
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Cellules musculaires lisses

Ces cellules sont associées entre elles par du tissu conjonctif constitué majoritairement de
collagéne et d’¢lastine. Elles sont connectées par des jonctions adhérentes et serrées ainsi que par
des jonctions gap dont le nombre varie en fonction des tissus.

La contraction des CMLs différe en plusieurs points de celles des autres types musculaires.
La différence majeure est la capacité qu’ont certaines de ces CMLs, formant le muscle lisse dit
tonique, a maintenir une contraction permanente qui permet I’induction d’un tonus musculaire au
niveau du systéme vasculaire. En opposition, les autres CMLs dites phasiques ont un cycle de
contraction-relaxation similaire aux autres types musculaires avec cependant un temps de
contraction plus long par rapport aux muscles squelettique et cardiaque.

La contraction des CMLs est contrdlée par le systéme nerveux autonome (neurovégétatif) et
par le systéme hormonal. Ces deux systémes régulent précisément 1’état de contraction et de
relaxation de ces CMLs en intervenant sur le Ca*" intracellulaire.

Une autre propriété de la CML est de générer une contraction nécessitant une faible dépense
énergétique (300 a 500 fois moins d’énergie qu’une cellule musculaire squelettique). Les CMLs se
distinguent également par leur innervation ainsi que par la transmission du signal. Contrairement au
muscle squelettique ou toutes les cellules musculaires sont innervées sans €tre connectées entre
elles, les CMLs sont faiblement innervées et possédent des «gap junction » qui permettent un fort
couplage ¢électrique et fonctionnel entre elles par le passage de molécules de bas poids moléculaire
telles que le Ca®" et 1’adénosine monophosphate (AMPc). Le muscle lisse est composé de fibres
beaucoup plus petites que celles du muscle squelettique : ses fibres musculaires mesurent
habituellement de 2 a 5 um de diamétre et de 20 a 500 um de longueur, alors que les fibres
musculaires squelettiques ont un diametre 20 fois plus grand et une longueur de plusieurs centaines

de fois supérieure.
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I1.2- Structure du cytosquelette

Le maintien de la structure de ces cellules est assuré par un cytosquelette formé
principalement par trois types de filaments : les myofilaments, les filaments intermédiaires et les
microtubules. Ces filaments sont associés a d’autres protéines, qui conférent a cette chape cellulaire
une flexibilité¢ et des points d’ancrage a la membrane cellulaire nécessaires aux fonctions des

cellules musculaires lisses.

I1.2.1- Les myofilaments

On distingue deux types de myofilaments : les filaments fins, essentiellement composés
d’actine mais contenant également des protéines régulatrices qui lui sont associées, et les filaments
¢pais composés de myosine. Ces filaments d’actine sont attachés a des structures appelées corps

15,16
denses'™

(car denses aux ¢lectrons) dont certains sont liés a la membrane cellulaire. D’autres
corps denses sont dispersés a I'intérieur de la cellule et maintenus en place par un échafaudage
d’éléments structurels protéiques les reliant les uns aux autres. C’est principalement a travers ces
liaisons que les forces de contraction sont transmises d’une cellule a ’autre. L’un des composants
majoritaires de ces corps denses est I’a-actinine, laissant supposer qu’ils puissent avoir un role
comparable a celui des disques Z du muscle squelettique. Plusieurs corps denses peuvent étre reliés
par des filaments d’actine en plaques denses au niveau de la membrane plasmique. Ces plaques

denses sont le point d’ancrage des filaments d’actine dans les membranes et ont un réle dans la

\ . . 1
genése de la force mécanique entre les CMLs'”,

11.2.1.1- Les Filaments fins

Les filaments fins sont des polymeéres, d’un diamétre d’environ 7 nm, formés de monomeres
d’actine globulaire. Ces filaments sont regroupés de maniére hexagonale pour former des cables
paralleles orientés tout au long du grand axe de la CML. L’actine est une protéine ubiquitaire
présente dans toutes les cellules eucaryotes (animales et végétales). Elle représente 40% des

protéines totales d’une cellule.

Les CMLs expriment 4 isoformes d’actine : 1’a-actine du muscle lisse (sm-a-actine), la -
actine du muscle lisse (y-sm-actine), la 3-actine non-musculaire (3-NM-actine) et la y-actine non-
musculaire (y-NM-actine)'®. La forme o est prédominante dans les CMLs vasculaires, elle y
représente 70% de ’actine totale'”. Cette protéine s’exprime durant les stades les plus précoces de
la vasculogénése®™*!. Au cours du développement, I’expression de I’a actine augmente alors que

celle de la 3 actine diminue.
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Figure 3 : Structure et formation des filaments fins.

A l'une des extrémités, notée (+) ou extrémité barbue, les constantes cinétiques sont 10 fois
supérieures a celles de 1'autre extrémité, notée (-) ou extrémité pointue. Cette différence est due a la
structure tridimensionnelle des monoméres d’actine ***. L'actine associée a un filament a tendance a
hydrolyser son ATP. Cette propriété est, avec la polarité du filament, a l'origine du phénomene dit de
"tapis roulant" (anglais : treadmilling). En effet, I'extrémité (+) va avoir tendance a capter en tres
grande majorité de I'ATP-actine, favorisant par conséquent la polymérisation a cette extrémité. En
revanche, I'extrémité (-) étant moins active car l'actine du filament qui en est proche a passé plus de
temps sous forme filamentaire et est majoritairement sous forme d'ADP-actine. Par conséquent, a
l'extrémité (-) 1'équilibre est déplacé vers la dépolymérisation.
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L’actine peut exister soit sous forme de molécules monomériques (actine G ou globulaire),
soit sous forme de polyméres filamenteux (actine F). Cependant elle n’est fonctionnelle que sous sa
forme filamenteuse. Chacune des deux formes peut se transformer en I’autre de fagon réversible
selon les conditions de température, d’environnement ionique, ou sous l’influence de protéines

telles que la profiline et la cofiline.

La polymérisation s'amorce par une phase de nucléation, ou sont formés des trimeéres en
présence d’ATP. Les monomeéres associés a 'ATP, présents en majorité dans les cellules vivantes,
polymérisent alors que ceux associés a I'ADP restent sous forme globulaire. Les monomeres

s'assemblent suivant une double hélice (Figure 3).

Protéines associées aux filaments fins :

Les principales protéines régulatrices associées aux filaments d’actine sont la tropomyosine,
la caldesmone et la protéine SM 22. D’autres protéines telles que la profiline et la cofiline régulent
la polymérisation de 1’actine.

- La Tropomyosine est, avec 1’a-actine, le principal composant des filaments fins. Cette
protéine de 76 kDa intervient au niveau de I’activit¢ Mg-ATPasique de la myosine dont elle
potentialise I’expression””. La tropomyosine protége et renforce la stabilité des filaments fins. Elle
pourrait aussi jouer un role dans la modulation de la réponse au flux calcique transmembranaire™.

- La régulation de la polymérisation des filaments d’actine dépend aussi de leur stabilité. La
Cofiline ou ADF (actin depolymerizing factor) est une protéine qui déstabilise l'actine lorsqu’elle
est sous sa forme filamenteuse. Elle se fixe sur la partie comportant I'actine contenant I'ADP et la
soumet a une torsion supérieure a 1'angle normal de 166°.

- La Profiline est une protéine régulant I’activit¢ Mg-ATPasique de 1’actine, contrdlant ainsi
la dynamique de polymérisation. La profiline permet le remplacement d’un ADP par un ATP. Elle
séquestre le monomere d’actine lorsque l'extrémité dite barbée du filament est bloquée. Au
contraire, le complexe profiline-actine G-MgATP peut s'associer a 1I’extrémité barbée libre, ce qui
provoque un abaissement de la concentration critique partielle de polymérisation de I'actine-
MgATP, et favorise la polymérisation au niveau de I'extrémité +.

-La polymérisation de 1’actine peut étre induite par une protéine comme la Caldesmone en
absence de tout autre agent polymérisant. Cette protéine de 90 kDa dissocie le complexe de la
profilactine (profiline et actine G) favorisant ainsi la polymérisation. De plus, en intéragissant a la
fois avec I’actine et la myosine, la caldesmone réduit la formation du complexe actine-myosine en
inhibant Dactivité actomyosine Mg-ATPasique®*. Ce role de la caldesmone est régulé par son

interaction avec le couple Ca®"/Calmoduline qui entraine une levée de cette inhibition permettant
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ainsi la contraction. Par ce biais, la caldesmone joue un réle physiologique important en régulant le
tonus musculaire lisse.

- L’activité Mg-ATPasique de la myosine activée par I’actine peut également étre inhibée
par la Calponine. Cette protéine de 34 kDa® interagit aussi avec 1’actine, la myosine, la
tropomyosine et les protéines liant le Ca>*. Ainsi, la calponine pourrait entrer en compétition avec la
caldesmone au niveau du méme filament fin ou bien agir sur un filament différent. Mais la
caldesmone semble avoir une plus forte affinité pour le site de contraction de 1’actine, alors que la
calponine se fixerait majoritairement sur le domaine impliqué dans la formation du
cytosquelette™™’.

- Enfin, la protéine SM22 est une protéine spécifique du muscle lisse retrouvée dans I’aorte,
I’utérus, I’intestin et les voies aériennes. Sa fonction reste encore méconnue mais elle semble jouer
un role dans 1’organisation du cytosquelette™ et le maintien de I’état de différenciation des cellules
musculaires lisses vasculaires, favorisant la formation de filaments d’actine™. Cette protéine a aussi

A 1o, 7 . . , 2+
un role dans la contractilité vasculaire indépendante du Ca®" .

11.2.1.2- Les filaments épais

Dans les CMLs, comme dans le muscle strié¢ squelettique, les filaments épais sont des
assemblages polymériques de molécules de myosine de type II d’environ 12 a 15 nm de diamétre et
d’une longueur moyenne de 2 um. Les myosines ont la capacité de se lier a 1’actine, d’hydrolyser

. ror 1,32
I’ATP et ainsi de générer un mouvement®'”

. Quinze familles de myosine ont été identifiées. La
myosine de classe II est celle présente au niveau des CMLs.

La myosine est une protéine hexamérique formée d’une paire de chaines lourdes (poids
moléculaire : 200-250 kDa) associées en hélices a, et de cinq isoformes de chaines 1égéres (MLC :
Myosin Light Chain) : deux isoformes de chaine essentielle distale de 17 kDa (MLC,7), deux
isoformes de la chaine régulatrice proximale de 20kDa (MLCy) et un isoforme d’une chaine de
23kDa (MLC;3). Ces chaines 1égeres, localisées au niveau des tétes de myosine, sont liées de fagon
covalente aux chaines lourdes.

L’extrémité C-terminale de la myosine posseéde une structure coiled-coil qui s’homodimérise
pour former la queue de la myosine®~*. Cette partic de la myosine peut se diviser en deux
fragments : la méromyosine lourde et la méromyosine légere. La méromyosine lourde contient les
deux tétes de la myosine (S1) et une portion de la formation coiled-coil (S2). C’est sur le sous-
fragment S1 qu’est localisé le site de fixation a ’actine ainsi que le site de fixation et d’hydrolyse

de I’ATP fournissant 1’énergie nécessaire a la fonction du moteur moléculaire (Figure 4).
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(10 nm)

Chaque chaine polypeptidique contient une région centrale homologue, d'environ 310 résidus d'acides
aminés, qui forme une longue hélice en batonnet avec trois courtes interruptions dont la structure n'est pas a-
hélicoidale. Les deux chaines polypeptidiques, dans un homodimére de filaments intermédiaires, s'alignent
parallelement pour former un domaine central en forme de batonnet avec des domaines globulaires aminé
(téte) et carboxyle (queue) a chaque extrémité. En s'assemblant en un filament intermédiaire, les domaines en
forme de batonnets interagissent les uns avec les autres pour constituer la partie centrale uniforme du filament,
alors que les domaines globulaires, dont la taille varie dans les différentes protéines des filaments
intermédiaires, dépassent a la surface du filament. Ces domaines déterminent la spécificit¢ de fonction de

Protéines

Kératine acide
(=~15 protéines)
Kératine neutre

ou basique
(~15 protéines)

Desmine
Protéine acide des fibrille
Périphérine

Synémine

Vimentine
Protéines de neurofilaments

NF-Light
NF-Mean
NF-Hight

Internexine o

Lamines nucléaires

Nestine

Taille (kDa)

40-65

51-86

53
50
57

190
54

60-70
105-110
135-150

66

62-72

200

Association

avec type I1

avec type I

homopolymere
homopolymere
homopolymere

avec membre de type
1

homo ou hétero

avec L, M ou H de
cette classe

homopolymere

homopolymére

homopolymére

Expression
dans :

prédominante

Cellules épithéliales

Cellules épithéliales

Cellules musculaires
Cellules gliales
Neurones périphériques

Cellules musculaires

Fibroblastes

neurones
neurones

neurones

Neurones embryonnaires

Lamina nucléaire de tous
types cellulaires

Cellules souches du systéme
nerveux central

Tableau 2 : Protéines des filaments intermédiaires.
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= Queue

Figure 5 : Structure des filaments intermédiaires.

chaque protéine de filament intermédiaire.



INTRODUCTION

L’activité de la myosine est régulée par phosphorylation des chaines légeres, et plus
particuliérement la MLCa. La MLCy est phosphorylée au niveau de la sérine 19°° par la kinase des
chaines 1égéres de myosine (MLCK). Le taux de phosphorylation atteind son maximum 4 secondes
aprés diverses stimulations permettant un changement de conformation de la myosine. Cela
déclenche I’activit¢é ATPasique de la myosine et la contraction de la CML. Un rapport existe entre
le taux de MLC,y phosphorylée et la force de la contraction, cependant ce rapport change en
fonction de 1’agoniste utilisé*®. Pour finir, la déphosphorylation de la MLCy entraine une relaxation

des CMLs”.

11.2.2- Les filaments intermédiaires

Principalement composés de vimentine et de desmine, ils sont moins nombreux que les
myofilaments et jouent un roéle structural dans le maintien de I’organisation architecturale du
systéme des filaments épais et fins. Contrairement a l'actine, qui est une protéine globulaire, les
sous-unités des filaments intermédiaires sont des protéines fibreuses présentant une résistance
¢lastique élevée. On trouve ces filaments intercalés entre les filaments épais et fins dans le
cytoplasme de la majorité des cellules eucaryotes supérieures. Ces fibres de 8 a 10 nm de diamétre
sont réparties dans la cellule selon une distribution similaire a celle des microtubules, c'est-a-dire
concentrées autour du noyau et irradiant vers la périphérie de la cellule en rangées légérement
incurvées. A l'inverse des filaments d'actine et des microtubules, les filaments intermédiaires ne
présentent pas de polarité et n'interviennent donc pas dans le transport directionnel. Ils interviennent
principalement dans le maintien de la structure cellulaire et dans la résistance aux stress
mécaniques.

Les filaments intermédiaires, contrairement aux autres types de filaments, sont composés de
polypeptides de taille variable en fonction des types cellulaires considérés. Selon la base de leur
séquence d’acides aminés, les filaments intermédiaires sont classés en six grandes catégories (type
L, 11, IIT, IV, V,VI) répertoriées dans le tableau ci-contre (Tableau 2)

En dépit de leur grande diversité de taille et de séquence, les protéines de filaments
intermédiaires sont codées par la méme famille multigénique, ce qui leur confére une structure
commune (Figure 5).

Contrairement a I’actine, la majorité des filaments intermédiaires se trouvent sous la forme
polymérisée. Les composants des filaments intermédiaires se trouvent rarement dans leur état libre
(monomere) et ont toujours tendance a se lier a un filament en polymérisation. Dans les conditions
ioniques du cytoplasme, les filaments intermédiaires isolés sont parfaitement stables, en revanche,

tout changement ionique provoque leur dépolymérisation. Cependant, l'assemblage ou Ia
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dissociation du filament peut s'effectuer mais cela nécessite toujours un processus lent (plusieurs

minutes alors qu’il ne faut que quelques secondes dans le cas de 1'actine et de la tubuline).

I1.2.3- Les microtubules

Les microtubules sont présents dans 1’ensemble des cellules eucaryotes. Ils peuvent étre
fortement représentés dans certains types cellulaires, comme les neurones, ou ils ont un réle
fondamental dans le transport axonal des vésicules, ou dans des cellules a forte activité sécrétoire.

Un microtubule est un tube d’environ 25nm de diamétre et d’une longueur variable dont la
paroi est constituée généralement de 13 protofilaments de tubuline. Chaque protofilament est lui-
méme constitué de dimeres de tubuline a et . Cet assemblage polymérique est extrémement labile.
Les microtubules sont des structures polaires comme 1’actine des microfilaments avec une extrémité
(+) a croissance rapide, dirigée vers la périphérie de la cellule, et une extrémité (-) qui est associée
au centrosome.

Les microtubules sont des structures dynamiques qui sont en permanence et a vitesse
variable (quelques secondes ou quelques minutes) en cours de polymérisation et de
dépolymérisation. La durée de vie d’un microtubule est d'environ dix minutes. Il existe des
protéines associées aux microtubules qui ont soit un réle dans la stabilisation des microtubules, soit
sont spécialisées dans le mouvement des vésicules et des organites le long des microtubules, telles
que les kinésines et les dynéines.

I1 a ét¢ montré que 1’état de polymérisation des microtubules influencait la contraction des
CMLs. Effectivement, le désassemblage de ces ¢éléments du cytosquelette entraine une

augmentation de la phosphorylation de la MLC, stimulant ainsi la contraction™.
I1.2.4- L’association dystrophine/complexe glycoprotéique

11.2.4.1- La dystrophine

La dystrophine est une protéine de 427kDa appartenant a la famille des protéines du
cytosquelette B-spectrine/o-actinine™. Elle est exprimée constitutivement dans les cellules
musculaires striées, cardiaques et lisses, ainsi qu’au niveau de la rétine et des cellules de Purkinje
chez un individu sain. L’absence ou une forme tronquée de cette protéine peut étre a 1’origine de
pathologies telles que la dystrophie musculaire de Duchenne et Becker. La dystrophine a la capacité
de se lier a la membrane plasmique via un complexe glycoprotéique (DAPC: Dystrophin Associated
Protein Complex) présent a la membrane. Il a été observé que dans le cas de la dystrophie de

Duchenne et Becker, ce domaine de liaison peut étre altéré voir absent.
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La dystrophine est constituée de quatre domaines distincts dont un domaine N-terminal, lui
permettant de se lier a 1’actine® et a la calmoduline®' (Figure 6). Cette interaction est primordiale
dans le maintien de la structure cellulaire. Elle posséde aussi un domaine central constitué de 24
répétitions de motifs de 109 résidus organisés en triple hélice alpha, ce qui lui confere de la

43,44

flexibilité*?, et il posséde aussi des sites de liaison & 1’actine™**. De plus, la dystrophine posséde un

45,46
et

domaine riche en cystéines lui permettant de se lier a la partie C-terminale du B-dystroglycane
d’intéragir avec la calmoduline de maniére dépendante du Ca*” *’***. Pour finir, son extrérmité C-
terminale (caractéristique de la superfamille des dystrophines) peut interagir avec différentes

protéines constituant le complexe glycoprotéique.

11.2.4.2- Le complexe glycoprotéique

Les protéines associées a la dystrophine constituent un complexe protéique d’échafaudage
qui traverse la membrane et fait le lien entre le cytosquelette d’actine et la lame basale du muscle.
Ce complexe protéique est constitué¢ de trois éléments distincts*’: le complexe dystroglycane, le
complexe sarcoglycane-sarcospane, et le complexe cytoplasmique composé entre autres des
syntrophines.

- Le complexe dystroglycane est formé par le dystroglycane a (156 kDa) extracellulaire et
le B (43 kDa) qui est transmembranaire’®. L’interaction de ce complexe avec les éléments
cytoplasmiques, dont la région riche en cystéines de la dystrophine, se fait via I’extrémité C-
terminale intracellulaire du f-dystroglycane. Au niveau extracellulaire, 1’a-dystroglycane interagit
avec la composante majeure de la lame basale, la laminine. Le C-terminal du B-dystroglycane fixe
aussi une protéine adaptatrice Grb2”'. Cette interaction suggére I’hypothése d’une participation du
B-dystroglycane a la transduction d’un signal extra-cellulaire vers le cytosquelette du muscle
(outside-in).

- Le complexe sarcoglycane/sarcospane du muscle lisse est majoritairement compos¢ de
cinq protéines transmembranaires: les sarcoglycanes, f (43 kDa), 8 (35 kDa), € (45 kDa) et C (40
kDa), et le sarcospane (25 kDa)*’. Un autre sarcoglycane, le o (50 kDa) surtout présent dans les

2 oA r . . 4
233 peut aussi étre trouvé dans certains muscles lisses™. Au

muscles cardiaque et squelettique
niveau du muscle lisse, c’est le sarcoglycane € qui remplacerait le . Au vue des interactions entre
sarcoglycanes, [-dystroglycane et certains éléments de la matrice extracellulaire, le complexe
sarcoglycane a été proposé comme un ¢lément stabilisateur du complexe protéique™. Ce complexe
interagit également avec les intégrines et la dystrophine au niveau des y et T-sarcoglycanes®’. Des
études ont identifié une interaction entre la filamine C et ce complexe glycoprotéique™ ce qui

placerait les sarcoglycanes, en plus de leur réle de support structural, comme des éléments du signal
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permettant le maintien de I’intégrité du muscle. La déficience en d-sarcoglycane, au méme titre que
pour la dystrophine, entraine un dysfonctionnement de la contraction musculaire.
L’autre ¢lément de ce complexe, le sarcospane, est constitu¢ de quatres domaines
transmembranaires et posséde des extrémités N et C-terminales intracellulaires™. Le role de cet
¢lément reste mal connu.

- Pour finir, le complexe des syntrophines est composé de trois isoformes de 59 kDa : al
(acide), et Bl et B2 (basiques)®™®'. 1l interviendrait en tant qu’adaptateur en liant des protéines
associées a la membrane avec le complexe glycoprotéique li¢ a la dystrophine. Il a été montré que la

dystrophine possédait, en C-terminal, des sites de liaison aux syntrophines®.

11.2.4.3- Réle de I’association dystrophine/complexe glycoprotéique

L’association de la dystrophine avec le complexe glycoprotéique participe au maintien de
l'architecture des fibres musculaires en servant de lien entre la matrice extracellulaire et les
filaments d’actine du cytosquelette. Cette organisation permet de protéger les cellules musculaires
d’éventuels dommages pouvant avoir lieu lors des contractions musculaires. Une étude a mis en
¢vidence que la dystrophine stabilise et régule 1’insertion du complexe protéique dans la membrane.
Leur association permet une stabilisation des interactions entre le cytosquelette et la membrane®.
Le complexe formé par la dystrophine et le complexe glycoprotéique posséde des fonctions de

signalisation et des fonctions mécaniques.
I1.2.5- La filamine

11.2.5.1- Généralités

La filamine est une protéine décrite il y a plus de 30 ans comme la premicre protéine non-
musculaire se liant a ’actine®*®. C’est une protéine du cytosquelette, aux fonctions complexes
puisqu’a ce jour plus de 30 protéines ont été décrites comme interagissant avec elle. Elle a un role
important dans le développement du cerveau, du cceur et des vaisseaux sanguins. Comme d’autres
protéines, telles que la caldesmone et la desmine, la filamine est abondante au niveau du muscle
lisse alors qu’elle est absente dans le muscle squelettique. Il en existe trois isoformes : 1’a-filamine
(FLNA, filamine 1 ou A), la B-filamine (FLNB, filamine 3 ou B) et la y-filamine (FLNC, filamine 2
ou C)**. La filamine A et la filamine B sont ubiquitaires tandis que la filamine C est spécifique
des cellules musculaires. Les filamines sont localisées au niveau des fibres de stress et des régions

sous-membranaires.
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11.2.5.2- Structure

La filamine est un homodimére cytoplasmique de 560 kDa qui fait partie de la superfamille
des protéines liant I’actine (actin binding proteins ou ABP). Elle est formée de deux grands
protomeres liés par un site de dimérisation situé a I’extrémité C-terminale qui forment une molécule
flexible en forme de V. Cette structure permet de réticuler les filaments d’actine entrecroisés en filet
tridimensionnel lache (Figure 7). Le domaine de liaison a I’actine se situe au niveau de I’extrémité
N-terminale de chaque protomére. La filamine est constituée de 24 domaines de type
immunoglobuline (Ig) structurés en feuillets p. Le 24°™ Ig est le domaine impliqué dans la
dimérisation. Dans le cas des isoformes A et B, deux régions charniéres (~30 acides aminés)
s’intercalent entre ces Ig: la région hinge 1 présente entre I’Igl5 et I’Igl6 et la région hinge 2
intercalée entre 1’Ig23 et I'Ig24. Ces régions charniéres conférent aux filamines une grande
flexibilité leur permettant de subir les contraintes du cytosquelette sans cassure™. Dans le cas de la
filamine C, il n’y a pas de région hinge 1, par contre une séquence de 78 acides aminés est insérée

au niveau de I’Ig 20.

11.2.5.3- Roles et régulation des filamines

Les filamines sont des protéines de pontage des filaments d’actine (Figure 7). Elles
participent alors a la formation et a I’organisation des réseaux d’actine filamenteuse permettant une
structure tridimensionnelle dynamique de la cellule. Elles permettent aussi 1’ancrage du
cytosquelette a la membrane en formant des liaisons avec les intégrines, grice aux complexes
d’adhésion riches en protéines telles que la vinculine, la paxiline et la taline®™®.

Plusieurs travaux décrivent les calpaines comme des régulateurs des fonctions des filamines
ubiquitaires par clivage de la région hinge 17°, favorisant une déstructuration rapide du
cytosquelette. C’est un rdle qui s’avere trés important au cours de phénomenes tels que la fusion
des membranes cytoplasmiques des myoblastes au cours de la différenciation musculaire, ou bien
lors de I’activation plaquettaire’"".

La filamine interagit avec la desmine formant ainsi le systétme F-A-D (Filamine Actine
Desmine) qui peut fixer, transitoirement, I’ensemble du systeéme sur toute sa longueur via les
interactions entre la filamine et les filaments croisés d’actine provenant des corps denses””. Au
niveau de ces plaques denses enrichies en intégrines, les filamines, et plus particulierement les
isoformes A et B, interagissent avec la caveoline-1. La cavéoline-1 se fixe avec une grande affinité
sur le domaine de dimérisation de ces protéines’*. Cette interaction pourrait intervenir dans la

régulation de I’internalisation et du trafic des cavéoles’.

La filamine C interagit avec le sarcoglycane sous membranaire de la fibre musculaire, et
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Figure 8 : Représentation schématique du concept de tenségrité cellulaire.
(d’aprés Ingber. Circ Res. ; 2002”°)

A- Modélisation de la tenségrité. Chaque élément du cytosquelette exerce des forces (tension ou
compression) régulant la structure de I’ensemble.

B1- Schéma simplifi¢ des forces exercées dans une cellule par les filaments d’actine et les
microtubules (les filaments intermédiaires ne sont pas représentés). La tension des filaments d’actine
ancrés a la membrane, engendre une force de compression a laquelle s’opposent les microtubules,
permettant le maintien d’une certaine tension de la membrane plasmique.

B2- La destruction des microtubules provoque un transfert des la forces de compression au niveau
des sites d’adhésions entrainant une modification de I’équilibre tensionnel qui provoque le
relachement et la déformation de la membrane plasmique.
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plus précisément avec le y- et le d-sarcoglycane. L’analyse par microscopie confocale de biopsies
de patients ayant des dystrophies musculaires liées aux sarcoglycanes, a révélé une forte localisation
de y-filamine a la membrane par comparaison a des sujets sains. Les auteurs de ces travaux
suggerent que dans les dystrophies, la filamine compenserait la perte de liaison aux sarcoglycanes
par une fixation aux intégrines, ce qui expliquerait le maintien de sa localisation membranaire®®.
Effectivement, les deux autres types de filamine sont connus pour lier certaines des intégrines dans

leur domaine cytoplasmique. Ceci implique que les filamines interviennent, via les intégrines, dans

la transmission du signal, dans I’adhésion, la migration et la différenciation cellulaire®”.

I1.2.6- Role du cytosquelette dans le maintien de la structure cellulaire.

Grace a ses différents constituants, le cytosquelette contribue a de nombreuses fonctions au
sein de la cellule, telles que le transport de protéines ou d'ARNm, la contraction, ainsi que I'ancrage
aux membranes des cellules voisines. Tous ces éléments du cytosquelette sont également
nécessaires au maintien d’une structure précise des cellules musculaires lisses et endotheliales, leur
permettant d’effectuer leur fonction. D’aprés Ingber’”, chaque élément du cytosquelette exerce des
forces sur la structure cellulaire (Figure 8A). L’ensemble des forces exercées par ces différents
¢léments s’équilibre afin de maintenir la cellule dans un état d’équilibre tensionnel. Une
modification de la tension de surface par une modification d’un élément du cytosquelette (Figure

8B) peut avoir des répercutions sur les protéines ancrées a la membrane.

=> Outre I’'importance de leur structure, la fonction contractile des CMLs nécessite la transmission
d’un signal, initi¢ par les différents stimuli extracellulaires, de la membrane jusqu’a ’appareil
contractile. Cette transmission requiert le recrutement et 1’activation de protéines de signalisation

membranaires et cytoplasmiques spécifiques de chaque type de stimulus.

ITI- Les protéines de signalisation de la contraction

II1.1- Généralités sur I’appareil contractile

La contraction des CMLs fait intervenir un appareil contractile formé par la myosine et
I’actine (Figure 9). Un filament épais de myosine peut étre en contact avec six filaments fins
d'actine. Les mouvements des tétes de myosine d’'un méme filament ne se font pas tous en méme
temps. Ainsi, pendant toute la durée de la contraction, les filaments d'actine restent en contact avec
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Figure 9 : Représentation simplifiée du mécanisme de contraction des cellules musculaires

lisses.

Le cycle de contraction commence au moment ou la téte de myosine est en position de basse énergie, repliée sur elle-
méme et liée a une molécule d'actine. L’énergie chimique nécessaire a I’interaction d’une molécule d’actine avec une
molécule de myosine provient de I’hydrolyse de I’ATP. Une molécule d'ATP vient se fixer sur une téte de myosine qui se
détache alors de la molécule d'actine. L'énergie de I'ATP est transférée sur la téte de myosine qui se déplie en position de
haute énergie (1).

L'ATP ayant libéré son énergie se retrouve sous forme d'ADP+P qui reste li¢ a la téte de myosine. Les tétes de
myosine ainsi activées sont fortement attirées par des sites de liaison situés sur les molécules d'actine. Elles s'accrochent
donc au site le plus proche permettant la formation d’une interaction actine-myosine. Pendant cette phase d'accrochage, la
téte de myosine se replie sur elle-méme entrainant une traction de la molécule d'actine, provoquant un raccourcissement
8081 Ce déplacement consomme I'énergie emmagasinée dans la téte qui repasse a un niveau de basse énergie (2).

Pendant ce déplacement les molécules d'ADP et le phosphate sont libérés et laissent la place libre pour de nouvelles
molécules d'ATP (3). Tant qu'il y a de I'ATP dans le milieu, les tétes de myosine peuvent pivoter et faire avancer le

filament de myosine entre les molécules d'actine. Ce cycle peut se reproduire plusieurs fois par seconde.
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le filament de myosine ce qui leur empéche tout glissement en arriére. Les interactions actine
myosine répétées entrainent un glissement relatif des filaments d’actine par rapport a la myosine, ce
qui rapproche les corps denses et génére une force aux extrémités de la cellule musculaire®™*'.

Malgré une petite quantité relative de filaments de myosine dans le muscle lisse, et en dépit
de la lenteur du cycle de formation des ponts transversaux entre la myosine et les filaments d’actine,
la force maximale engendrée par la contraction du muscle lisse est souvent plus grande que celle du
muscle squelettique : 4 4 6 kg par cm” de surface de section transversale pour le muscle lisse, contre
3 a4 kg par cm” de surface de section transversale pour le muscle squelettique.

Ce mécanisme est au centre de la contraction des CMLs. Il est activé en réponse a différents
stimuli. La modulation de 1’état des différents éléments de ce systeme (phosphorylation,

polymérisation) varie en fonction des multiples voies de signalisation initiées par chaque stimulus.

Cette diversité commence au niveau de la membrane.

I11.2- Les Protéines membranaires

Pour le bon fonctionnement de 1’organisme, il est important qu’il y ait une communication
entre la cellule, ses cellules voisines et son environnement. Pour cela les cellules eucaryotes ont
développé une trés grande variété de molécules « sensibles » a I’environnement extracellulaire.
Elles peuvent ainsi transmettre des informations verticalement du milieu extracellulaire vers le
noyau, d’ou est alors transcrite une réponse génomique adéquate. Cette sensibilité des cellules a leur
environnement dépend en grande partie de molécules dites de « signalisation ou d’adhésion »
comme les cavéolines, les intégrines, les molécules d’adhésion focales, les protéines kinases, ou les
protéines G. Il peut aussi exister une transmission dite « horizontale » de I’information de cellule a

cellule via des structures telles que les gap junction.
I11.2.1- Les cavéoles

1I1.2.1.1- Généralités sur les cavéoles

Comme nous avons pu le voir précédemment, la membrane plasmique des CMLs est
caractérisée par la présence de plaques denses au niveau desquelles s’insére I’appareil contractile. A
la surface des ces cellules se trouvent aussi des sites d’invaginations vésiculaires. Il existe deux
types majeurs de structures vésiculaires : les « coated pits » ou puits recouverts de clathrine, et les
« lipid rafts ». Les cavéoles font partie des « lipid rafts » et sont caractérisées par la présence de
protéines d’assemblage, les cavéolines® .

Les cavéoles sont des invaginations de la membrane plasmique de 50 a 100 nm de diamétre,

abondantes dans les cellules endothéliales, musculaires striées et lisses. Elles existent sous la forme
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de vésicules détachées ou aplaties dans le plan de la membrane plasmique, et peuvent également
fusionner entre elles pour former des structures en grappes ou en tubules®’.

Les cavéoles sont composées de lipides spécifiques (glycosphingolipides, sphingomyéline,
et cholestérol), de glycolipides et de protéines®™. Elles contiennent également des lipides de
signalisation tels que la phosphatidylsérine, les céramides et le diacylglycérol. Ces invaginations
sont décrites comme des réservoirs enrichis en protéines de signalisation via des interactions
directes avec des molécules telles que les protéines G, les tyrosines kinases de la famille des Src, et
la protéine kinase C (PKC)**®*. Les cavéoles jouent un role important dans la compartimentation, la
modulation et l'intégration des signaux moléculaires a la surface cellulaire ainsi qu’a I'endocytose,

la transcytose, la potocytose et I'homéostasie du cholestérol cellulaire.

II1.2.1.2- Les cavéolines
a) Géneralités

La cavéoline est la protéine membranaire d’assemblage spécifique des cavéoles. Il existe
trois isoformes de cavéoline de 18 a 25 kDa, codées par trois génes distincts®*:
o cavéoline-1 (Cav-1) = cellules endothéliales, fibroblastes, adipocytes, CMLs
o cavéoline-2 (Cav-2) => ubiquitaire.

o cavéoline-3 (Cav-3) = cellules musculaires (squelettiques, lisses ou striées)®”*.

Li¢es avec du cholestérol, les cavéolines s’associent ensemble et forment des complexes
oligomériques qui déterminent et stabilisent la structure de la cavéole. Cav-1 peut former des
complexes homo-oligomériques (Figure 10) mais aussi hétéro-oligomériques en interagissant avec

Cav-2*. Cav-3 peut elle aussi interagir avec Cav-2 dans les cardiomyocytes de rats™.

Cav-1 tient une place importante dans la formation des cavéoles au niveau du muscle lisse.
Des études ont montré que des souris déficientes en Cav-1 présentent une disparition des cavéoles
au niveau des CMLs, alors que les cavéoles sont présentes au niveau du muscle strié¢, ce qui montre
alors la nécessité de Cav-1 spécifiquement dans le muscle lisse. De plus, Cav-3 ne parvient pas a
compenser la fonction physiologique de Cav-1 au niveau des CMLs’'. Contrairement & la déficience
en Cav-1, I’absence de Cav-2 ou de Cav-3 n’affecte pas le nombre de cavéoles présentes dans le
muscle lisse”. Cav-1 apparait donc comme la cavéoline intervenant dans la structure des cavéoles
du muscle lisse, alors que Cav-2 et -3 interviendraient plutot dans la modulation de I’expression de

Cav-1, de la signalisation cellulaire et du métabolisme.
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Phenotypic analysis of cavealin-deficient mice

Cav-1 Knodeout Cav-2 Knockcat Cav.3 Knockout
Loss of caveclae Caveclas intact Loes of caveolas
In fibroblasts, endothelia, and In skeletal muscle fibers
adipocytas
Near total deficiency of Cav-2 Partial reduction m Cav-1 Myopathic changes (mild-te-moderate)
Rescued by Cav-1 expression In certain tissues Variahility in muscle fber size
Presance of necrotic fibers
MEFs
Defcts in caveolor endocytosis D 1 in com
Hyperproliferative phencccy;e Eﬁ.ﬂlj plex
Decreases m G/G,-phase No longer targsted to hipid rafts
Increasas in S-phase
T-tubule abnormalities
Lung abnormalities Lung abnormalities Mislocahzation of T-tubule markers
Hypercellulanty (identical to Cav-1 KO) Ryancdine receptor
Thickenad alveclar sapta Thickened alveclar septa DHPR-la
Exercies intolerance Exercise mtolerance T-tubules (farrocyanate staining)
Defects in caveolor endocytosis Dilated/swollen
Longitudinally crientad
Run in irregular directions
Decreasad Vascular Tone
Sacondary to eNOS activation
Adipoeyta/lipad abnormolities
Ruwtuntpzjdlet-mdmd
Atmplnc fat pads
Reduction in adipose cell
diometer
Hyparcellular/pearly
differentinted
Hypertnglyceridemia
Clinical relevance Chmical relevance Clinicol relevonce
Restnictive di Restrictive lung diseases Muscular d;
Cancer g ) Important am model Dominant nye':u?vl:ymntnﬁom n
Deminant negative mutation i conjunction with LGMD-1C in humans
in human breast cancer Cawl KO Cav-3 (P104L) and others
Cav-1 (P132L) (sporadic) (autosomal dominant)

Obesity, hyperlipidemias,
diabetes

Tableau 3

: Analyse phénotypique de souris déficientes en cavéoline.
(d’aprés Razani et al. Pharmacol Rev. ; 2002 %)
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b) Structure des cavéolines

Les cavéolines sont formées (Figure 10) par™* :

o Un domaine d’oligomérisation en hélice o qui sert de séquence d’homo- et d’hétéro-
dimérisation, mais aussi a I’interaction avec d’autres protéines.

o Un domaine d’attachement membranaire N-terminal.

o Un domaine transmembranaire.

o Un groupe palmitoyl.

o Un domaine d’attachement membranaire C-terminal.

Les interactions entre les différentes protéines et les cavéolines se font au niveau d’une
séquence protéique de 20 acides aminés, le CSD (caveolin scaffolding domain), présent du c6té N-
terminal proche du domaine transmembranaire des cavéolines’. Le CSD est un site de fixation des
sous-unités o des protéines G, des tyrosines kinases de la famille Src, et des isoformes de la
PKC”>*. Le site de liaison a la cavéoline de ces protéines de signalisation est situé a I’intérieur de
leur domaine catalytique actif, ce qui suggere que la cavéoline peut se comporter comme un

inhibiteur de ces kinases’*%,

¢) Role dans les voies de signalisation

Les cavéoles, grace a leur structure particuliére, ont la capacité de concentrer et de réguler
de nombreuses voies de signalisation par la présence de nombreux récepteurs, de diverses protéines
de signalisation et de canaux ioniques. Les cavéoles sont ainsi des régulateurs importants de
l'activité cellulaire®’.

Une grande variété de récepteurs couplés aux protéines G, tels que le récepteur a
I’angiotensine II de type 1 (AT1), est associée aux cavéoles. Apres la liaison avec leur agoniste, ces
récepteurs et leurs effecteurs sont soit transportés a 1’intérieur (pour les récepteurs a la bradykinine
Bl et B2'") ou a I’extérieur des cavéoles (cas du récepteur pr-adrénergique'®’), soit maintenus dans
ces invaginations (cas du récepteur a I’endothéline ET1A'®). Les cavéoles ont ainsi un role
dynamique dans la transduction du signal. Des récepteurs a activité tyrosine kinase ou des protéines
kinases telles que les MAP kinases ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinase 1/2) sont
également localisés dans les cavéoles'™. Une surexpression de Cav-1 inhibe les voies médiées par
ERK1/2. Dans ce cas, Cav-1 fonctionnerait donc comme un inhibiteur endogéne des kinases'**. Par
la suite, 1’utilisation de modeles murins Knock-out pour 1’une des trois cavéolines a permis
d’évaluer les conséquences physiopathologiques d’une telle déficience, mettant ainsi en évidence de

multiples fonctions pour ces protéines membranaires (Tableau 3).
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La localisation des cavéoles a proximité d’organelles associées aux flux de Ca®”
intracellulaire, telles que le réticulum sarcoplasmique (RS) et les mitochondries, suggere que les
cavéoles ont un rdle dans la régulation du relargage calcique nécessaire a 1’activation de 1’appareil
contractile'™'%. Une stimulation du muscle lisse par un agoniste provoque une accumulation de
récepteurs transmembranaires couplés a la production d’IP3 dans les cavéoles. Cette production
localisée d’IP3 activerait les récepteurs a 1I’'IP3 présents au niveau du RS. Cela entrainerait une
libération de Ca®" et une contraction musculaire, ainsi que la translocation de protéines de

signalisation telles que RhoA et PKCa'”’

. Dans des CMLs intactes, I’introduction cytoplasmique
d’un peptide correspondant au CSD de Cav-1 est capable d’inhiber cette translocation lors d’une
stimulation des récepteurs a-adrénergiques'®'?”. Ces travaux suggérent que, dans le muscle lisse,
les cavéoles constituent des régions spécialisées de la membrane plasmique jouant un réle dans le
couplage excitation-contraction, via leur implication dans I’intégration de signaux contractiles
extracellulaires, et 1’activité d’effecteurs intracellulaires tels que RhoA et PKCa. Parallélement, il a
été montré que la stimulation du muscle lisse vasculaire par du KCl entraine la translocation et
I’activation de Rho-kinase au niveau des cavéoles, ce qui induit le processus de sensibilisation au
Ca®" de D’appareil contractile''’. Des études récentes ont aussi montré que Cav-1 facilite la
mobilisation en Ca®" intracellulaire et la contraction induite par un agoniste au niveau de CMLs des

. ;o : 111,112
voies aériennes humaines .

II1.2.2- Les sites d’adhésion focaux

Les sites d’adhésion focaux sont localisés au niveau de la membrane cellulaire. Ils
permettent un lien entre le cytosquelette, la matrice extracellulaire (MEC) et les régions de
signalisation cellulaire. Les principaux composants des sites d’adhésion focaux sont les intégrines,
qui appartiennent a une famille de protéines hétérodimériques transmembranaires : les kinases
d’adhésion focale (FAK), c-Src, la paxiline et ’HSP27 (Heat Shock Protein de 27kDa).

Quatre facteurs majeurs influencent le taux d’assemblage, la taille, la constitution et I’impact
fonctionnel des sites d’adhésion focaux : les propriétés biochimiques et biophysiques de la matrice
extracellulaire, 1’activation et I’avidité des intégrines, I’état de contraction du cytosquelette et le

milieu spécifique de la cellule et du tissu.
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1I1.2.2.1- Les intégrines
a) Géneralités

Les intégrines sont une grande famille de récepteurs de surface qui joue un réle d’adhésion
des cellules a la fois avec la matrice extracellulaire et avec les cellules voisines. Les intégrines
fonctionnent comme des points d’ancrage et de couplage membranaires pour des éléments du
cytosquelette et des voies de signalisation cellulaire. Pour se faire, elles sont stratégiquement
positionnées pour mécaniquement et structurellement lier les milieux extra et intracellulaire selon
I’axe ‘MEC-Intégrine-Cytosquelette’ (Figure 11).

Il existe différentes familles d’intégrines classées en fonction de leur sous-unité¢ (. La
majorité des chaines f s'associent avec de multiples sous-unités a. En revanche, seules quelques
sous-unités a s'associent a plus d'une sous-unité f. Il existe 18 chaines a et 8 p différentes. On
dénombre approximativement 24 intégrines connues dont 16 ont été décrites comme intervenant a
différents niveaux de la biologie vasculaire. Parmi ces 16, les intégrines o3, cfi, aspi, osPi,
aeP1, asPa, ayP3 et ayPs sont présentes au niveau des cellules endothéliales, alors qu’au niveau des
cellules musculaires lisses sont localisées les intégrines o1, 0P, o3P, cuPi, asPi, asPi, 7P,

B, 0P, 0P, 0P, oPs et aPs’ .

b) Structure

Les chaines a et § possédent un long domaine extracellulaire en N-terminal, qui forme une
téte globulaire se fixant de maniére cation-dépendante sur des séquences d’acides aminés
spécifiques, présentes sur des protéines de la matrice extracellulaire ou sur des récepteurs d’autres
cellules. Ces sous-unités a et B possédent un court domaine intracellulaire en C-terminal sans
activit¢ de kinase intrinséque, mais avec la capacité de s’associer avec une grande variété de
protéines d’adhésion focales incluant des protéines du cytosquelette et des protéines kinases' *''°.
Le domaine cytoplasmique des intégrines est essentiel pour la formation des sites d’adhésion
focaux. Ainsi, la délétion du domaine cytoplasmique de f;, par exemple, inhibe la formation de
I'hétérodimére de l'intégrine correspondante’’’. Le domaine cytoplasmique des sous-unités B est

responsable du ciblage des intégrines dans les sites d’adhésion focaux, alors que la séquence

cytoplasmique de la sous-unité o inhibe la formation de ces sites.

¢) Fonction

En plus de leur role dans I’arrimage de la cellule aux éléments de la matrice extracellulaire,
les intégrines interviennent dans la transduction de signaux qui meénent a la différenciation, la
morphogéneése, la prolifération, la migration, la régulation de la structure cellulaire, I’apoptose et la
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régulation du tonus vasomoteur. Le lien intégrine-cytosquelette est important pour tous ces
mécanismes. Les interactions entre 1’intégrine et le cytosquelette se font par le domaine
cytoplasmique B de I’intégrine qui s’associe avec trois protéines majeures : la taline, la filamine et
I’actinine o (Figure 11). Le role de pont joué par les intégrines entre le milieu extracellulaire, les
protéines du cytosquelette et les protéines kinases, leur permet de transmettre des signaux de la
matrice extracellulaire vers la cellule, ainsi que de participer aux transmissions de force. Les
intégrines activent de nombreux éléments tels que les canaux calciques, le phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphate, la phospholipase-Cy, les tyrosine et sérine/thréonine kinases, des phosphatases, des

protéines fixant le GTP de la famille Rho et des MAPKinases''*'%.

111.2.2.2- La kinase des points d’adhésion focaux (FAK).
a) Structure

La « Focal Adhesion Kinase » (FAK ou pp125"*X) est une protéine a activité tyrosine kinase
associée aux sites d’adhésion focaux'?'. Cette protéine de 125 kDa est composée de trois domaines :
ole domaine C-terminal est un domaine riche en prolines qui posséde une séquence cible des
sites d’adhésion focaux (FAT: Focal Adhésion Targeting), ainsi qu’un site de liaison pour deux
protéines, la paxilline et la taline'*
ole domaine central qui porte 1’activité catalytique de la protéine

ole domaine N-terminal qui se lie au domaine cytoplasmique 31 de I’intégrine

b) Role de FAK

L’activation de FAK par les intégrines mais aussi par différents facteurs de croissance,
cytokines ou hormones, se traduit par une phosphorylation et une activation de protéines telles que
celles de la famille src, Fyn et c-Src. Ces derniéres vont a leur tour phosphoryler d'autres protéines,
ce qui entraine une cascade de phosphorylations qui active la voie de Jnk, la voie de Erk et la voie
de la pI3-kinase (Figure 12). Ces trois voies vont entre autres réguler des processus vitaux tels que
la prolifération et la migration cellulaire, donc la survie de la cellule. La phosphorylation de résidus
tyrosine de protéines du cytosquelette, en réponse au propriétés d’adhérence des intégrines, est un
mécanisme important de la transmission de signaux controlant de nombreux processus cellulaires.
Plusieurs protéines tyrosine kinases peuvent intervenir dans ces mécanismes de phosphorylation et

FAK y joue un grand role.
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¢) Régulation

Si la protéine est activée par des intégrines, alors le domaine carboxy-terminal va jouer un
role trés important puisque sa région FAT va permettre la localisation de la FAK au niveau du
complexe d'adhérence focale, en reconnaissant la liaison entre la taline et la paxiline, deux protéines
de ce complexe. La taline est le médiateur de l'activation de FAK par les intégrines, elle permet
aussi I’intéraction avec les filaments d'actine. Cette interaction est nécessaire a 1’activation de FAK
car on sait que des filaments d'actines anormaux empéchent l'activation de FAK. Les interactions de
la partie N-terminale avec les récepteurs de facteurs de croissance et les intégrines, et celles entre le
site FAT et la taline, suggerent qu’en fonction du stimulus initial, la régulation de FAK se fait de
maniére différente. La partie C-terminale interviendrait plus dans ’activation par les intégrines
alors que la partie amino-terminale aurait un rdle plus important lors d’une activation par les

. 12
facteurs de croissance'>>.

111.2.2.3- Les protéines G

Les protéines G sont capables d’hydrolyser le GTP. Leur activit¢ GTPasique intrinséque est
trés lente et nécessite 1’intervention de catalyseurs. Les protéines G sont essentielles a la
transduction du signal, a 1'organisation du cytosquelette et au transport cellulaire. Elles constituent
des commutateurs moléculaires qui oscillent entre une forme active liée au GTP, et interagissent
avec des effecteurs, et une forme inactive liée au GDP. Les protéines G sont composées de trois
classes de protéines de poids moléculaire et de structure différents: les protéines G
hétérotrimériques qui sont couplées aux récepteurs a sept domaines transmembranaires, les
protéines G de taille intermédiaire telles que les facteurs d’élongation Tu et G, et pour finir les
petites protéines G monomériques. Nous ne nous intéresserons qu’aux protéines G

hétérotrimériques et monomériques.

a) Les protéines G hétérotrimériques

Ces protéines sont couplées a des récepteurs RCPG (Récepteur Couplé a une Protéine G) et
sont liées a la surface interne de la membrane. Elles sont constituées de sous-unités a, f et y qui
sont étroitement liées entre elles. Quand un ligand (ThromboxaneA2, Phényléphrine, Angiotensine
II...) se lie au RCPG, la protéine G se lie au récepteur entrainant la libération de la liaison GDP de
la sous unité G, et lie une molécule de GTP a la place. Ce mécanisme provoque la dissociation de
la sous-unité¢ G,, du dimére Gg,, et du récepteur. Les sous-unités G,-GTP et Gg, peuvent chacune
induire des voies de signalisation différentes via des seconds messagers et des protéines effectrices,

tandis que le récepteur est de nouveau capable d'activer une nouvelle protéine G. Le signal
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activateur se termine lorsque la sous-unité G, hydrolyse le GTP en GDP entrainant sa réassociation

aux sous-unités Gg,.

Chez les mammifgres, il existe plus de 16 sous-unités G, différentes ainsi que 5 sous-types
de B et 14 de y. La multitude d’associations possibles entre ces différentes sous-unités entraine une
grande diversité de protéines G, permettant 1’association des différents RCPG avec des effecteurs

précis nécessaire a la transduction d’un message donné.

Par exemple, dans le cas du thromboxane A2, sa fixation sur son récepteur TP peut activer
les protéines Gogi1, Gaions, Gpy, Gai, Gas et Gy, et par conséquent active différentes voies de
signalisation conduisant & des réponses physiologiques diverses'**. Ainsi le thromboxane A2 induit
une contraction via I’activation des protéines Gagii et Gouziz alors que dans le cas de la
phényléphrine, stimulant les récepteurs al adrénergiques, la contraction ne résulte que des voies de
signalisation initiées par D’activation de la protéine Gogii, sachant que la protéine Gajyis

n’intervient pas .,

b) Les protéines G monomériques

Ces protéines font partie de la super-famille ras qui compte 154 membres chez I"homme'*.
Cette super-famille est divisée, selon les homologies de structure et de fonction (environ 60%), en 5
familles : Ras, Rho, Rab, Arf et Ran. Les petites protéines G possédent un motif CAAX en C-
terminal. Ce motif sert de substrat pour plusieurs types d’enzymes, catalysant la création d’un
domaine lipidique hydrophobe permettant ainsi leur ancrage a la membrane. Grace a des variations
de structure et de modifications post-traductionnelles, les protéines G monomériques ont des
localisations subcellulaires et interagissent avec différents partenaires. Les combinaisons "Protéine
G/régulateurs/effecteurs" sont multiples et orchestrent donc la spécificité des réponses cellulaires.
Les protéines G sont impliquées dans des pathologies humaines (cancers, infections, maladies
cardiovasculaires) et constituent ainsi des cibles d’intérét thérapeutique.
Leur activité est controlée dans I'espace et dans le temps par trois grandes classes de protéines qui
régulent 'alternance entre la forme inactive -GDP, et la forme active -GTP:
o les facteurs d'échange nucléotidique ou GEFs, qui permettent 1’activation des protéines G en
stimulant la dissociation du GDP.
o les GTPase Activating Proteins ou GAPs, qui a I’inverse, terminent le signal en activant
I'hydrolyse du GTP.
o les Guanine Nucleotide Dissociation Inhibitors ou GDI, qui partitionnent certaines protéines

G entre les membranes et le cytoplasme.
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= [.a protéine Rho A

L'assemblage des sites d’adhésion focaux est régulé par les petites protéines G Rho (Ras
Homologue), qui font partie de la famille des protéines Ras. Le premier membre de la famille Rho a

c r,r 17 . r 12
avoir été idéntifié est RhoA'’.

Régulation

L’activité de RhoA nécessite que la protéine soit ancrée a la membrane plasmique pour que
puisse s’effectuer I’échange du GDP par du GTP en excés dans la cellule (Figure 13). Cet échange
est catalysé par les GEFs, alors que le retour a I’état inactif par hydrolyse du GTP est accéléré par
I’intervention des GAPs. L’ancrage a la membrane est déterminé par la présence d’un groupement
géranylgéranyl en C-terminal permettant 1’ancrage, et par I’¢jection du GDI séquestrant RhoA sous
sa forme inactive dans le cytosol'.

Un grand nombre de stimuli peut activer RhoA, incluant les facteurs solubles via les
récepteurs membranaires couplés a une protéine G hétérotrimérique (RCPG), les récepteurs tyrosine
kinase et les récepteurs aux cytokines'*'*°. Le désassemblage des microtubules intervient aussi sur
I’activit¢ de RhoA en stimulant I’activité du facteur d’échange nucléotidique GEF-H1, ce qui
entraine une augmentation rapide de la quantité de RhoA-GTP"".

Des protéines kinases, comme la PKA et la PKG, peuvent réguler la translocation a la
membrane de RhoA. La phosphorylation de RhoA par ces kinases au niveau de la sérine 188
entraine son extraction de la membrane par le GDI. Le GDI séquestre ainsi RhoA dans le cytosol, le
rendant incapable d’activer ses effecteurs membranaires tels que Rho-kinase. En effet, dans les
CMLs, la stimulation de la PKG inhibe les fonctions contractiles de RhoA'*'**. De plus, la
phosphorylation de la sérine 188 modifie Iaffinité de RhoA pour certains de ses effecteurs'>”
entrainant une diminution de son affinité pour Rho-kinase et une augmentation de celle pour un
autre effecteur tel que mDia. De plus, la séquestration dans le cytosol protége RhoA de Ia
dégradation'” probablement en empéchant sa colocalisation avec les ubiquitines ligases qui

dégradent RhoA. Le controle de la phosphorylation de RhoA par la PKG est donc un mécanisme

essentiel de la régulation de ’activité de la voie RhoA/Rho-kinase dans la cellule musculaire.

Role

Cette petite protéine G intervient au niveau des CMLVs dans différents processus'® tels
que :
ola différenciation, en régulant le facteur de transcription SRF (Serum Response Factor) qui
contrble I’expression de génes spécifiques des CMLs.
ola prolifération, en intervenant sur différentes protéines régulatrice du cycle cellulaire.
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ola migration via DP’activation de Rho-kinase qui, en fonction des cas, active ou inhibe ce

mécanisme.

Mais avant tout, RhoA tient une place importante dans la contraction des CMLs par son role
dans la sensibilisation de I’appareil contractile. Des travaux ont montré que I’addition de la protéine
P \ ’ , e , g s . . . 24+
RhoA activée sur des artéres mésentériques perméabilisées induit, avec une concentration en Ca
. . . vy eqe . 2+ ,.
intracellulaire constante, une contraction par la sensibilisation au Ca” des protéines

. 137,1
contractiles'*”138,

RhoA est donc un régulateur des fonctions majeures (migration, différenciation...) des
cellules qui composent la paroi vasculaire. La régulation de ces fonctions détermine le tonus et la
structure vasculaire ce qui explique pourquoi un dysfonctionnement de RhoA est un événement
couramment observé dans la pathogénie des maladies vasculaires, comme 1’hypertension artérielle
(HTA)"’ et I’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP)'*. Ces pathologies se caractérisent par
une augmentation de la pression artérielle liée a une augmentation des résistances périphériques
pour I’HTA, et par une augmentation de la pression a I’intérieur des artéres pulmonaires causée par

une vasoconstriction exacerbée et un remodelage de ces artéres pour ’HTAP.

= Rho-kinase et mDia., deux effecteurs de RhoA

Rho-kinase

Rho-kinase (ROCK) a été le premier effecteur de RhoA a étre identifié et caractérisé. Cette
protéine ubiquitaire a tout d’abord été décrite comme intervenant dans la réorganisation du

141 ROCK intervient aussi dans

cytosquelette d’actine et la formation des points d’adhésion focaux
la contraction des CMLs. L’utilisation d’un inhibiteur de cette kinase, le Y27632 par I’équipe de
Kaibuchi'** a permis de montrer que Rho-kinase inhibe la MLCP en phosphorylant la thr697 de sa
sous-unit¢ MYPT1 qui fixe la myosine. De plus, il a été montré que la Rho-kinase peut directement
phosphoryler la MLC'* et induire une contraction des CMLs méme en présence d’un inhibiteur
de la MLCK'*. L’implication majeure de I’activité des protéines ROCK dans la régulation de la
voie de sensibilisation au Ca®" et dans le remodelage dynamique du cytosquelette d’actine est a

: : . . 14
présent clairement établie'*.

mDia

RhoA intervient aussi dans la polymérisation de I’actine via I’activation d’un autre de ses

effecteurs, la Diaphanous 1 et 2 (mDial/2). L’équipe du Dr Mack a montré que cette formin est

146

exprimée dans les tissus riches en CMLs ™. mDia apparait comme un promoteur de Ia

polymérisation de ’actine en se liant a la profiline via son domaine FHI riche en prolines'*"-'**.
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Cette induction de la polymérisation de 1’actine est corrélée a I’activation de la transcription de
\ 14 r . y . , .

nombreux génes'*’, selon un mécanisme que nous décrirons ultérieurement (paragraphe IV.2.2). De

plus, une mutation au niveau de son site de fixation aux monomeres d’actine empéche la formation

de fibre de stress ainsi que I’activation du promoteur SRE (Serum Response Element).

= Ces différentes protéines membranaires indiquent donc I’existence d’un lien entre la matrice
extracellulaire, la membrane plasmique et le cytosquelette. Elles permettent de transmettre les
stimuli extracellulaires a I’intérieur de la cellule. Suite a cela, le signal est acheminé vers différentes
structures, telles que 1’appareil contractile ou le noyau, afin d’engendrer une réponse cellulaire
adéquate. Cette transmission du signal nécessite une cascade d’activations faisant intervenir

différentes protéines cytoplasmiques.

I11.3- Les protéines de signalisation intracellulaire (ou cytoplasmique)

I11.3.1- Les protéines kinases

Les protéines kinases tiennent une place importante dans la transmission intracellulaire du
signal. Parmi ces protéines se trouvent les protéines kinases C qui, une fois activées, vont elles-
mémes phosphoryler et activer d’autres protéines intracellulaires, les MAPK (Mitogen-Activated

Protein Kinase).

111.3.1.1- Les protéines kinases C
a) Géneralités

Les Protéine Kinases C (PKC) font partie de la famille des sérine-thréonine kinases. Ces
protéines kinases sont activables de maniére réversible par du diacyglycérol (DAG) en présence de
phospholipides. La famille des PKC comprend une dizaine d’isoformes représentant des enzymes
jouant un réle important tout au long de la vie cellulaire, et en particulier durant les phases de
proliférations et de différenciations' """,

Les PKCs peuvent étre divisées en deux classes principales : celles dont 1’activation dépend
du Ca” et celles dont ’activation est indépendante du Ca*". Par ailleurs, selon la structure et la
nécessité d’un activateur lipidique, elles peuvent étre classées en trois sous-groupes :

o Les PKC conventionnelles (cPKC ; isoformes o, fI, PII et y) dont 1’activation
dépend du Ca®", de la phosphatidylsérine et du DAG.

o Les PKCs dites nouvelles (nPKC ; isoformes 9, €, 1 et 6) qui sont activées par la

phosphatidylserine et le DAG, mais ne nécessitent pas de Ca*".
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o Les PKCs atypiques (aPKC; isoformes i, A et T) qui sont activées par la

phosphatidylserine, mais ne sont affectées ni par le Ca>* ni par le DAG.

Dans les CMLs on trouve les isoformes o, BII, € et T

b) Roéle et régulation

Les PKC conventionnelles sont des enzymes clés dans les mécanismes de signalisation, qui
impliquent ’activation des récepteurs couplés a la phospholipase C, qui a son tour engendre une
¢lévation transitoire du DAG et des inositols phosphates.

L'activit¢ de la PKC est contrélée par des mécanismes d'autophosphorylation et de
transphosphorylation, incluant la phosphorylation d'isoenzymes de PKC par des protéines kinases
dépendantes de phosphoinositides (PDKs) et de tyrosines kinases. De plus, des interactions
spécifiques protéines-protéines sont importantes pour leur conférer une spécificité de substrat.

Des activateurs directs de PKC (phorbol esters, indolactam), qui sont de puissants
vasoconstricteurs, sont associés a une augmentation de la sensibilité au Ca®" des protéines

. 152
contractiles'’

. L’inhibition spécifique de la PKCe entraine une diminution de la sensibilité au Ca*"
de I’appareil contractile induisant ainsi une diminution de la contraction induite par de Ia

phényléphrine'>’.

I11.3.1.2- Les MAP Kinases

Les protéines kinases activées par les agents mitogénes (MAPK, Mitogen Activated
Protein Kinase) sont des sérine/thréonine kinases trés conservées chez les eucaryotes. Elles ont été
décrites comme intervenant dans le contrdle de la croissance cellulaire mais aussi dans la
différenciation et la mobilité cellulaire, I’inflammation et I’apoptose. Elles font partie d’une cascade
de kinases dans laquelle une protéine kinase va phosphoryler et activer la protéine kinase qui la
succede selon une hiérarchie bien précise (MAPK Kinase Kinase ==MAPK Kinase =MAPK). Les
signaux extracellulaires déclenchant ces cascades sont majoritairement des facteurs de croissance
extracellulaires se liant a un récepteur a activité tyrosine kinase. Une fois activé, ce récepteur active
a son tour différentes petites protéines G comme RhoA.

Une MAPK activée peut aller phosphoryler de nombreuses cibles telles que des facteurs de
transcription régulant ainsi 1’expression génique, des protéines du cytosquelette et d’autres enzymes
dont d’autres protéines kinases. Elle traduit donc les stimuli extracellulaires transmis par les
protéines FAK, PLC, ou PKC, en réponses biologiques. Les MAPKs sont impliquées dans la
régulation des filaments contractiles par le controle de I'état de phosphorylation de la myosine et de

I'actine.
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Malgré une homologie entre les différentes MAPK, elles sont activées par de multiples
stimuli externes, et induisent donc des réponses cellulaires trés diverses. Les MAPK les plus

importantes sont les ERK 1 et ERK 2 ainsi que la JNK et la p38.

a) Les protéines ERK 1/2 et JNK

Les protéines ERK1 et ERK2 ("Extracellular Regulated Kinase 1 et 2"), appelées aussi p42
et p44, sont activées par une double phosphorylation sur un motif TY par les isoformes MKKI1 et
MKK?2 (MAP Kinase Kinase 1 et 2). MKKI1 et MKK2 sont elles-mémes activées par la
phosphorylation de deux résidus sérine par la protéine kinase Raf. La voie de signalisation
résultante (Raf - MKK1/2 - MAPK) est activée directement par de petites protéines G (Ras). Cette
interaction de Ras avec Raf permet une relocalisation de Raf au niveau de la membrane plasmique.
Ras interagit avec une grande variété de protéines de signalisation comme les tyrosines kinases, les
protéines G couplées a des récepteurs, et les cytokines.

Il a ét¢ montré qu'une stimulation des récepteurs o-adrénergiques, en absence de Ca®”
extracellulaire, entraine une activation de ERK1/2 qui phosphorylent la caldesmone entrainant une
contraction du muscle lisse indépendante du Ca*" '>*,

Les MAPKSs sont les premiers membres de cette cascade de signalisation a étre transloqués
dans le noyau aprés stimulation par des facteurs de croissance'”. Cette translocation permet aux

MAPKSs de phosphoryler et d’activer plusieurs facteurs de transcription, dont le principal est Elk1

aussi appelé p62TCF'>*. Elk1 est responsable de 'induction de l'expression de c-fos'°.

En 1994, une autre MAP kinase a ét¢ identifiée dans les cellules de mammiféres : la protéine
INK, présentant deux isoformes p46 et p54 (aussi appelées respectivement JNKI1 et JNK2 ou
SAPKY et SAPKP)"’. Les isoformes p46 et p54 JNK sont activées par une double phosphorylation
sur un motif TY par MKK4 (aussi appelée INKK1 ou SEK1)"*. La protéine MKK4 est elle méme
activée par une MKKK appelée MEKKI1. L'activation de ces deux protéines est induite par des
membres de la famille des petites protéines G, Rac et cdc42, et la sérine/thréonine kinase PAK (p21
Ras-activated kinase). Comme p42 et p44 MAPK, la protéine JNK est transloquée au niveau du
noyau. La protéine JNK phosphoryle et active les facteurs de transcription Jun, ATF2, et Elkl

N . . . N . 1
menant 4 I'induction et I'expression des génes c-fos et c-jun'™.

35



Polymérisation
et stabilisation de ’actine Transcription

|

Contraction

Figure 14 : Schéma simplifi¢ des voies de signalisation de la MAPK p38.



INTRODUCTION

b) La voie de la MAPKinase p38

La MAPK p38, identifiée en 1994'®°, existe sous quatres isoformes (o, f, y et 8) pouvant
étre distingués en deux groupes en fonction de leur homologie de séquence et leur sensibilité aux
inhibiteurs chimiques SB203580 et SB202190. Ainsi on trouve p38a. et 3 sensibles a ces inhibiteurs
et les isoformes p38y et & qui ne le sont pas'®'®. Ces deux groupes sont surtout différenciables
selon un troisieme critere qu’est leur substrat. Effectivement, p38a et f phosphorylent

particulierement des ¢éléments tels que la glycogeéne synthase, les MAPKAPK-2 et -3 (MAPK-

161-163

Activated Protein Kinase ) , alors que p38y et & prennent davantage pour cibles des protéines

164,165

du cytosquelette telles que la syntrophine a1, la SAP90/PSD95 , et des protéines associées aux

microtubules'®*'%.
De maniére similaire aux protéines JNK et ERK1/2, p38 est transloquée dans le noyau ou elle active

les facteurs de transcription ATF2, Elk1 et SRF'**'®,

= Activation et role

La protéine p38 MAPK, comme la protéine JNK, est activée par un environnement de stress
(choc osmotique, choc thermique, UV, irradiations, et lipopolysaccharides) et par des cytokines
(interleukine-1, TNF-a)'®®. p38 a été caractérisée comme un régulateur important de la
polymérisation de I’actine lors de la formation de lamellipodes induite par du PDGF, et lors de la
migration de CMLs'”’.

P38 peut aussi étre activée par les récepteurs RCPG. L’utilisation de SB203580 inhibe la
contraction induite par 1’activation de beaucoup de RCPG, ce qui suggere que p38 contribue a la

171,172

contraction de maniére différente en fonction de 1’agoniste . Cet effet de p38 n’est
probablement pas di a la phosphorylation de la caldesmone'”. Dans ce cas p38 provoque la
contraction via son substrat, MAPKAPK-2, qui phosphoryle HSP27 (Heat Shock Proteine 27)'"*.
Des études montrent une association de HSP27 avec les filaments d’actine au niveau des CMLs
vasculaires'” et que sa phosphorylation est associée a la polymérisation de I’actine de cellules en

1
culture!’®

(Figure 14). La fonction précise de HSP27 sur la polymérisation n’a pas été décrite.
Cependant, Gerthoffer et Gunst proposent un réle de promoteur ou de stabilisateur de HSP27 sur
I’actine polymérisée'”’. Cela est appuyé par la diminution de la contraction avec des inhibiteurs de

la polymérisation'”®, ou avec un anticorps dirigé contre HSP27'”.

= Régulation
La régulation de la MAPK p38, en réponse aux différents stimuli, se fait par

phosphorylation.
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Phosphorylation par les MAP Kinase Kinases (MKK)

La protéine p38 MAPK est spécifiquement phosphorylée et donc régulée par MKK3 et
MKK6'*"%2, L’ importance de la fonction physiologique de ces deux kinases a été élucidée par des
é¢tudes sur des souris Knock-out. Ces animaux présentent des défauts de vascularisation
embryonnaire et ne sont donc pas viables'®. Cependant, ces kinases ont des roles redondants car les
souris dépourvues que d’une seule de ces deux kinases sont viables'**'®. De plus, il a aussi été
montré que dans certaines circonstances, la protéine MKK4, qui active JNK, peut aussi réguler
p38a'®.

En amont de ces deux MKKSs se trouvent différentes MKKKSs en fonction du tissu concerné,
telles que MLKs, ASK1, TAKI1 et d’autres membres de la famille des MEKKs. Ainsi, 1’activation
de la p38, comme pour JNK, est induite par les éléments qui activent les MKKKs tels que des
membres de la famille des petites protéines G comme Rac, Rho, cdc4?2 et la sérine/thréonine kinase

PAK-3 (p21 Ras-activated kinase)'®’ '™, et des protéines G hétérotrimériques couplées a des

récepteurs' (Figure 14).

Autophosphorylation

Outre la phosphorylation de p38 par les MKKs, d’autres mécanismes de régulation ont été
décrits. TAB1 (Transforming growth factor-f-activated kinase 1 (TAK1) binding protein 1), qui se

fixe sur des kinases telles que TAKI et p38a, entraine leur activation'”!

. TABI séquestre p38a
dans le cytosol limitant ainsi ses fonctions'’>. L’autophosphorylation de p38, qui entraine son
activation, est facilitée par son interaction avec des molécules régulatrices telles que TAB1 (Figure
14). Cela ne semble pas représenter le mécanisme principal d’activation de p38 mais peut étre une
importante voie alternative intervenant en paralléle de celle des kinases dans la régulation de la

signalisation intracellulaire.

I11.4- Les protéines régulant la phosphorylation de la myosine

Sachant que le muscle lisse est dépourvu de troponine et que 1’actine seule s’avére incapable
d’activer la Mg-ATPase de la myosine, cette activation suppose un pré-requis indispensable : la
phosphorylation de la chaine légere régulatrice de la myosine, la MLCy (myosin light chain ou
MLC). Outre I’intervention de la Rho-kinase, cette phosphorylation est régulée par deux enzymes :
la kinase des chaines légeres de la myosine (MLCK) et la phosphatase de ces mémes chaines
(MLCP) (Figure 15). Sachant que I’amplitude de la contraction dépend de la quantité¢ de MLCy

) ) . . . 193,194
phosphorylée, cette contraction est donc en lien direct avec I’activité des ces deux enzymes'*>'*,
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I11.4.1- La MLCK

La MLCK posseéde un motif répété au niveau de son extrémité N-terminale, permettant sa
.. N 1 . . .. .
liaison aux monoméres d’actine'”, ainsi qu’un domaine de liaison avec la calmoduline. Elle est
formée également d’un domaine catalytique et d’une séquence autoinhibitrice qui recouvre le site

catalytique empéchant ainsi sa liaison avec la MLCy.

Lors d’une augmentation de Ca®" intracellulaire, résultant de différents mécanismes que
nous détaillerons ultérieurement, le calcium s’associe avec une autre protéine de 150 acides aminés,
hautement conservée entre les espéces, la calmoduline. Cette derniére est dépourvue d’activité
enzymatique, cependant la fixation de quatre ions Ca*" sur une molécule de calmoduline provoque
un changement de conformation de celle-ci, lui permettant d’intéragir avec de nombreuses protéines
et de les réguler. Le complexe Ca”"/calmoduline va se fixer a la MLCK via I’extrémité C-terminale
de la calmoduline et modifie la conformation de la MLCK en décalant la partie régulatrice”*'"’. Le
site catalytique est alors découvert permettant ainsi la fixation de la MLCK au niveau de I’extrémité
N-terminale de la MLCy, et la phosphorylation de la sérine 19 de la chaine 1égere. Cela permet

I’induction de I’activité ATPasique de la MLC,. Cependant il a été démontré que la fixation de la

MLCK sur la myosine peut suffir a initier 1’activité ATPasique sans phosphorylation'*®.

La MLCK présente aussi des sites de phosphorylation' cibles de nombreuses protéines
kinases telles que la PKA, la PKC, la protéine kinase II dépendante de la Ca*"/Calmoduline (CaMK
1) et la PAK. La phosphorylation de ces sites peut réduire 1’affinit¢ de la MLCK pour la

. . . . . . +.7200,201
calmoduline inhibant ainsi son activité?*?

. Par exemple, la phosphorylation par la CaMK II d’une
sérine spécifique (site A) situé¢ a proximité du site de fixation a la calmoduline réduit I’affinité de la
MLCK pour le complexe Ca*"/Calmoduline®”. Cela participe a un rétro contrdle négatif limitant la

phosphorylation de la MLCy dans le cas de fortes hausses de Ca*" .

I11.4.2- La MLCP

La MLCP est une protéine constituée d’ une sous-unité catalytique de 38 kDa (PP-1C), d’une
sous-unité régulatrice de 110 a 330 kDa (MYPT) et d’une sous-unité supplémentaire de 20 kDa
dont le réle n’est pas connu®”. La sous-unti¢ PP-1C peut étre régulée par phosphorylation sur la
Thr320, notamment lors de la mitose*™, mais aucune phosphorylation n’a été observée au cours de
la contraction. La sous-unit¢ MYPT permet a la MLCP d’intéragir avec différentes protéines dont la
MLC,o phosphorylée®®. Au niveau de MYPT est localisée une séquence (Arg/Lys-Val/Ile-Xaa-
Phe) permettant la fixation a la sous-unité catalytique. Ainsi, l’interaction entre la MLCy

phosphorylée et MYPT permet d’activer la sous-unité PP-1C. Alors I’activité phosphatase entraine
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la déphosphorylation de la MLCy et donc inhibe les interactions myosine-actine. La
phosphorylation de MYPT sur la Thr697 permet de diminuer de cinq fois son activité
phosphatase®®.

La MLCP est systématiquement activée dans les CMLs. Lorsque la phosphorylation par la
MLCK décroit, la MLCP déphosphoryle la myosine. Cette baisse de I’activation de la MLCK est
causée par la diminution du Ca®" intracellulaire. Contrairement a la MLCK, le fonctionnement de la
MLCP est indépendant du Ca®". Ainsi, en présence d’une faible concentration de Ca®", I’équilibre
est en faveur de la MLCP alors que lors d’une hausse de Ca®’, ¢’est I’activité de la MLCK qui
prédomine. Pour finir, différents travaux ont montré que la MLCP peut étre activée par la PKG.
Cette derniere s’oppose a l’effet de la Rho-kinase en phosphorylant la sous-unit¢ de liaison a

myosine de la MLCP, ce qui ’active®®”".

II1.5- Le calcium

II1.5.1- Concentration calcique intracellulaire

L’état contractile des CMLs est directement 1ié a la concentration intracellulaire en Ca®". La
concentration calcique intracellulaire dans les CMLs au repos est de I’ordre de 10”'M alors que la
concentration extracellulaire est assez élevée, de Iordre de 2,5.10°M. Une élévation importante du
Ca” (jusqu’a 10°M) a I'intérieur de la cellule engendre une contraction des CMLs.

L’¢lévation de Ca®" intracellulaire peut étre la conséquence de deux types de stimulation :
I’activation d’un récepteur a sept domaines transmembranaires (couplage pharmaco-mécanique) ou
une dépolarisation membranaire (couplage ¢électro-mécanique). Au niveau des CMLs, la
mobilisation calcique peut étre effectuée de différentes manicres : soit par I’activation de canaux
calciques dépendants du voltage, soit par des récepteurs canaux ou des canaux couplés a des
récepteurs, soit par des canaux cationiques non-sélectifs et des CRACs (Ca”" release-activated Ca®"

. o, . 2+ L, . .
channel), ou soit par une libération du Ca”" contenu dans le réticulum sarcoplasmique.

111.5.1.1- Les canaux calciques dépendants du voltage

Les études pharmacologiques et électrophysiologiques ont montré qu’il existe six types de
canaux calciques voltage dépendants (CCVDs) : les CCVDs de type L, T, N, R, Q et P**’. Dans les
CML vasculaires, deux types sont présents: le type L (" long-lasting ") et le type T (" transient ")*'°.
Les canaux de type T sont activés par des dépolarisations moyennes (-30 mV) et sont inactivés
rapidement (20 4 60 ms). Au niveau des CMLVs, ce sont les canaux Ca’” de type L qui sont
responsables de I’influx calcique®''. Egalement appelés récepteurs aux dihydropyridines (DHPR) ils

ont comme caractéristiques d'étre a inactivation lente (300 a 600 ms) et a haut seuil d'activation (a
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Figure 16 : Schéma récapitulatif des différentes voies de signalisation modulant la
concentration en Ca*" intracellulaire.
(d’aprés Savineau et al. News Physiol Sci ; 2000°*°).

Une activation de la PLC (1) engendre la production d’IP3 a partir du PIP2 (2). L’IP3 va se fixer
sur ces récepteurs situés sur le réticulum sarcoplasmique entrainant une libération calcique (3). Cette
libération de Ca®" provoque I’activation de canaux CI” (4) ou/et I’activation de canaux calciques.Tout
cela engendre une oscillation du Ca”" intracellulaire (5) conduisant 4 la contraction des CMLs.
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partir de -40mV)*'**'%. Les canaux calciques forment des pores permettant le passage rapide et
sélectif d'ions Ca®" au travers de la membrane plasmique. Lors d’une dépolarisation membranaire
induite par de nombreux agonistes, les canaux Ca*" s’ouvrent, laissant traverser les ions Ca”" selon
le gradient de concentration. Dans la mesure ou les ions Ca>" sont plus concentrés a l'extérieur de la
cellule, 1'ouverture des canaux calciques entraine donc un influx d'ions augmentant la concentration

intracellulaire. Cette dépolarisation résulte soit d’une inhibition des canaux K+ et/ou d’une

1-213-215 216,217

activation des canaux C , soit d’une activation de canaux cationiques non-sélectifs

111.5.1.2- Les canaux cationiques non-sélectifs et les CRACs

L’influx calcique dans la cellule peut aussi étre médié par des canaux calciques insensibles
aux inhibiteurs des canaux calciques dépendants du voltage. Parmi ces canaux se trouvent les
canaux Ca”" de type non-L et les CRACs*'®*"°. Ces canaux cationiques non-sélectifs jouent un role
primordial dans I'influx de Ca®", induit par des stimuli pharmacologiques capables d’engendrer la
production de facteurs vasoactifs tels que la sérotonine, ’ATP ou I’endothéline-1. Ces canaux

peuvent aussi étre activés par des agents induisant la vidange des stocks calciques intracellulaires.

111.5.1.3- Le réticulum sarcoplasmique : une réserve calcique

L’activation de récepteurs membranaires, couplés a certaines isoformes de phospholipase C
(PLC) via des protéines G trimériques de type Gq, induit la production de I’IP3 (Inositol 1,4,5-
triphosphate) et du diacylglycérol (DAG). Ces deux éléments sont générés a partir de I’hydrolyse du
phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP2) membranaire par la PLC ou y. L’IP3 diffuse dans le
cytoplasme afin d’aller se fixer sur des récepteurs spécifiques situés au niveau du réticulum
sarcoplasmique®’?*. Ces récepteurs sont constitués de quatre sous-unités liées entre elles par des

223224 Une séquence présente sur la partie C- terminale du récepteur a 1’IP3

liaisons non-covalentes
lui confére la fonction de canal Ca®". Ainsi, la fixation de I’IP3 sur son récepteur provoque un
changement de conformation qui induit une augmentation de sa probabilité d’ouverture. Le Ca*"
libéré va permettre I’activation de canaux chlore dépendants du Ca®" engendrant un courant sortant
de CI', provoquant I’amplification de la dépolarisation et I’activation des canaux Ca®" dépendants
du voltage. Ces récepteurs a I’IP3 sont régulés par la concentration en Ca”" intracellulaire mais
aussi par leur état de phosphorylation. En effet, lors d’une faible élévation de Ca®" (<300 nM),
Iaffinité du récepteur pour I’IP3 augmente fortement, potentialisant donc 1’ouverture des canaux®>.
A P’inverse, lorsque la concentration calcique cytosolique dépasse les 700 nM, la conductance pour

le Ca*" décroit. Il y a donc une oscillation de la libération du Ca*" sarcoplasmique®® (Figure 16).
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Figure 17 : Enregistrements simultanés de la contraction et de la concentration en Ca**
intracellulaire lors d’une stimulation au carbachol.

(d’apres Sward et al. J of Physiol ; 2000?27)

Mesures faites au niveau de 1’iléon de cochon d’inde stimulé par du carbachol (Cch)
A : Concentration en Ca”" intracellulaire.
B : Mesure de la tension exercée par le muscle.
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L’augmentation de Ca*" intracellulaire permet la formation du complexe Ca**/calmoduline
et son association avec la MLCK entrainant ’activation de celle-ci et donc la contraction des

CMLs.

= Le Ca”" intracellulaire apparait donc comme un régulateur primordiale de la contraction. Il existe
une corrélation entre I’augmentation de la concentration en Ca’" intracellulaire et la phase
ascendante de la contraction””’ (Figure 17). Cependant, au niveau des CMLs, la baisse du taux de
Ca’" intracellulaire n’induit pas une relaxation immédiate. La contraction est maintenue malgré la
diminution de la concentration en Ca>" se stabilisant 4 200 nm ce qui normalement est insuffisant
pour induire une contraction maximale. Cette particularité est liée a la fonction des tissus
musculaires lisses qui doivent étre capables d’assurer des contractions musculaires prolongées. Une
¢tude a montré que ’activation des récepteurs au thromboxane A2 induit une contraction plus
¢levée que celle induite par une dépolarisation (solution riche en potassium) en nécessitant une
concentration en Ca" intracellulaire plus faible?**. Cela implique donc ’existence d’une autre voie
de signalisation indépendante du Ca>" permettant la contraction en présence d’une faible quantité de

2+ . . N oy eq- . 2+ . .
Ca™". Cette voie consiste a une sensibilisation au Ca”" de I’appareil contractile.

I11.5.2- Sensibilisation au calcium de ’appareil contractile

Ce phénoméne est lui aussi induit par I’activation des RCPG et vient s’associer a
I’augmentation de Ca>". Ainsi, pour une concentration calcique constante, la voie de sensibilisation
au Ca’" permet une augmentation de I’intensité de la contraction’””. Ce mécanisme repose sur
I’inhibition de la MLCP* dont 1’activité peut étre contrdlée par différentes voies de signalisation
(Figure 18) telle que la voie de la Rho-kinase activée par la petite protéine G RhoA.

Des études de Walsh™' et de Jensen™? ont montré que des activateurs de cPKC et de nPKC
étaient capables de générer une contraction des CMLs avec une concentration constante de Ca>"
intracellulaire. Cette sensibilisation au Ca’" de D’appareil contractile implique également une
inhibition de la MLCP. L’addition d’une forme constitutivement active de PKC sur des fibres
musculaires lisses de veines portes de lapin perméabilisées a la P-escine permet la contraction des
CMLs avec une augmentation du taux de MLC,y phosphorylée corrélée a une inhibition de 1’activité
de la MLCP*.

De plus, I’activation des récepteurs a sept domaines transmembranaires couplé a la protéine
Gq, entraine la production de DAG et I’activation de la PKC. L’équipe de Nakano™* a montré que
la PKC peut directement phosphoryler la MLCP au niveau de la Thr695 ce qui a pour conséquence

de I’inactiver. La PKC peut inhiber la MLCP d’une autre maniére plus indirecte en prenant pour
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cible une protéine de 17 kDa, la CPI-17*°. La phosphorylation du résidu Thr38 de cette protéine
par la PKC entraine son activation et sa fixation sur le sous-unit¢ PP-1C de la MLCP. La CPI-17
diminue alors de 1000 fois I’activité phosphatase et I’interaction de la MLCP avec la myosine™°. La
cinétique de contraction induite par des activateurs de la PKC, tels que les esters de phorbol, est
corrélée avec la cinétique de phosphorylation de la Thr38 de la CPI-17%7. Récemment, il a été
montré que suite a une stimulation par de la phényléphrine, la voie de la kinase Raf-1, activée par la
PKC, induit une sensibilisation au Ca>" de 1’appareil contractile en phosphorylant MYPT1%*%,
L’acide arachidonique (AA) participerait également de différentes maniéres au phénoméne
de sensibilisation au Ca®". Cet acide gras peut agir sur la phosphorylation de la CPI-17 en activant
directement certaines PKC>’. D’autre part, I’AA interagit avec MYPT et provoque la dissociation
et I’inhibition de la MLCP. Il est aussi capable de stimuler directement 1’activité de la rho-kinase
sans I’intervention de RhoA”*. La synthése et le maintien du taux d’AA dans les CMLs implique

I’activation de la phospholipase A2 indépendante du Ca®™*!

. Cette voie ne semble pas étre
essentielle dans la sensibilisation au Ca>" de 1’appareil contractile mais elle permettrait le
renforcement de la voie des PKCs ou de Rho/Rho-kinase.

Il a été décrit que I’expression de CPI-17 est beaucoup plus élevée dans le muscle lisse de
type tonique que dans le muscle lisse phasique®**. Donc, en fonction du type de muscle, cette voie
de signalisation est plus oi moins présente dans la contraction des CMLs**. Ce qui peut expliquer
en partie la capacité qu’un muscle tonique a pour maintenir la contraction apres la diminution du
Ca”" intracellulaire, alors que le muscle phasique se relaxera.

Pour finir, comme nous avons pu le voir précédemment (paragraphe I11.2.2.3a), le récepteur
au TxA2 est couplé a la fois a une protéine Gy et aux protéines Giy3, alors que le récepteur o
adrénergique n’est couplé qu’a la protéine quzs . Donc dans le cas d’une contraction au TxA2, en
plus des voies activées dans le cas de la phényléphrine, il existe une deuxiéme voie de
sensibilisation de I’appareil contractile passant par la protéine Giz3, qui induit I’activation de la
Rho-kinase et donc I’inhibition de la MLCP. Ce qui explique qu’en pratique, on observe une
contraction plus importante et plus stable lors d’une stimulation avec du thromboxane A2 qu’avec

de la phényléphrine.

= Les protéines de signalisation ont donc un réle primordial dans le développement et la
modulation de la contraction des cellules musculaires lisses. La diversité de ces protéines permet a
ces cellules d’¢élaborer une réponse spécifique au stimulus. Selon le stimulus, le signal peut atteindre
le noyau et engendrer une réponse génomique adéquate. Une des cibles de voies de signalisation,

telles que celle de la MAPK p38, est le facteur de réponse au sérum (SRF)'®,
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IV- Le facteur de réponse au sérum (SRF)

IV.1- Présentation

SRF est une phosphoglycoprotéine nucléaire de 67kDa, caractérisée en 1987 par le Dr

. 244
Treisman

. C’est un facteur de transcription capable d’activer des génes impliqués dans la réponse
de prolifération au sérum. SRF agit également sur I’expression de geénes spécifiques de la
différenciation des cellules musculaires squelettiques, cardiaques et lisses. Il est important dans la

, . .. , . . . . . 24
régulation de la transcription génique au niveau des cellules musculaires lisses vasculaires®.

Cette protéine ubiquitaire, et phylogénétiquement conservée, appartient a la famille des
facteurs de transcription a domaine MADS (Mcm 1 chez la levure, Adamous et Deficiens chez les
plantes et SRF chez les animaux)**° incluant aussi les facteurs MEF-2. La partie C-terminale de ce
motif MADS permet & SRF de s’homodimériser alors que la partie N-terminale permet sa fixation a
I’ADN au niveau des boites CArG**. Le site de fixation de SRF a I’ADN est localisé¢ entre les
acides aminés 133 a 264 (Figure 19). Les résidus 168-222 englobent le domaine de dimérisation et,
en dehors de ces régions, au niveau de la séquence 95-100, se situe un domaine NLS (Nuclear

7 Un domaine de transactivation dans la partie C-terminale (acides aminés

Localization Signal)
339-508) permet aux dimeres de SRF de se fixer sur les sites CArG présents sur ’ADN, et d’y
former des complexes multiprotéiques fonctionnels avec d’autres facteurs de transcription, des co-

activateurs et des co-répresseurs.

L’expression de la majorité des genes des CMLs est régulée par la présence de boites CArG
dans leurs séquences régulatrices. La boite CArG est une séquence de dix paires de bases (pb) de
consensus [CC(A/T)6GG]. Elle est présente dans les régions promotrices des génes spécifiques du
muscle, comme par exemple 1’actine, la caldesmone, la calponine, la sm22 et la dystrophin6248, et
dans la séquence SRE (Serum Response Element) de 23 pb, cible de SRF, en amont de génes tels
que egr-1, junB, le récepteur a I’interleukine-2 ou c-fos*****. La boite CArG se révéle étre un
¢lément de régulation commun et essentiel dans ’expression génique au niveau des CMLs

artérielles.

IV.2- Régulation de SRF

IV.2.1- Généralités

Dans les CMLs, I’activité de SRF est régulée a différents niveaux. Le domaine MADS est

sujet a différents mécanismes de phosphorylation qui modifient 1’affinit¢é de SRF pour le site
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CArG®’. De plus, SRF présente lui méme de nombreux sites de phosphorylation, et il est la cible de
diverses kinases™'?>. Les CaMKinases II et IV phosphorylent SRF au niveau de la sérine 103. In
vitro, ce résidu peut aussi étre modifié par la voie p38 via la kinase SAPK2 (Stress-Activated
Protein Kinase-2)'®®. Certaines études montrent que ’activité du site de fixation a I’ADN augmente
avec sa phosphorylation par la caséine kinase IT>*. Ces phosphorylations n’affectent pas la
dimérisation de SRF et ne masquent pas le site de fixation a I’ADN, mais elles entrainent un
changement de conformation de sa région de fixation & ’ADN>”. Il a été montré trés récemment
que la phosphorylation de SRF par la PKA, au niveau du site T159, inhibe sa fixation sur I’ADN et,
par conséquent, la transcription de geénes spécifiques des cellules musculaires lisses, montrant ainsi

r . A r 2
un autre mécanisme de contrdle du phénotype de ces cellules™®.

La localisation subcellulaire de SRF entre le cytoplasme et le noyau est un élément
déterminant de son activité. Des études sur des cultures de myocytes des voies aériennes montrent
que I’expression de geénes spécifiques du muscle lisse est controlée par la localisation subcellulaire
de SRF*’et que la voie RhoA/RhoKinase influence la localisation de SRF via son effet sur la

polymérisation de 1’actine®®.

Des travaux ont également montré la génération de formes tronquées du domaine de
transactivation en C-terminal de SRF par épissage alternatif. Ces formes de SRF peuvent
fonctionner comme des transdominants négatifs en s’hétérodimérisant avec SRF, ou en entrant en

compétition avec celui-ci pour la fixation sur les boites CArG>”.

La présence de sites CArG en amont du promoteur de SRF permet son autorégulation™®
ainsi que son interaction avec différents cofacteurs le régulant. Ces cofacteurs, qui varient selon le
type cellulaire, selon 1’état de différentiation mais aussi en fonction de la structure de chaque

promoteur, régulent 1’activité¢ de SRF.

IV.2.2- Les cofacteurs

SRF interagit avec de nombreux autres facteurs de transcription qui différent selon le
promoteur et le contexte cellulaire. L’¢lément SRE (Serum Response Element), présent au niveau
du promoteur du geéne c-fos, posséde a la fois une boite CArG mais aussi un site GGAT a 2pb en 5’
de la CArG. Ce site GGAT est reconnu par les facteurs Elk1, SAP-la et Net/SAP2/erp de la famille
des Ets. Ces facteurs ont ainsi la possibilité d’interagir avec le site MADS de SRF via leur domaine
en boite B formant alors un complexe dit tertiaire, en opposition au complexe binaire formé par la
liaison de SRF a PADN®'. La variété des voies de signalisation conduisant & 1’activation de ces

cofacteurs constitue un niveau de diversité/complexité supplémentaire dans ’activation de SRF.
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Figure 20 : Intervention de la voie RhoA et de la polymérisation dans la régulation de ’activité
transcriptionnelle de SRF.

L’activation de la voie RhoA stimule la polymérisation de 1’actine. Ce mécanisme stimule la
translocation de SRF et de son cofacteur MAL (MRTFA/B) dans le noyau. Une fois dans le noyau,
SRF va aller se fixer sur les boites CArG et induire la transcription. Son activité transcriptionnelle est
stimulée par la fixation de MAL qui engendre le décrochage d’¢éléments tels que Ets et YY1 qui
inhibent la transcription.
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Dans le cas de c-fos, 1’activation de la voie des MAPKs par le sérum et les facteurs de croissance
induit la phosphorylation des facteurs de transcription Ets, pouvant ainsi former les complexes

ternaires avec SRF et induire I’expression des génes en quelques minutes.

La fixation de SRF sur sa séquence d’ADN peut étre le point de convergence de différentes
voies de signalisation. SRF controle I’expression de génes codants pour de nombreux éléments du

cytosquelette”*>*%

et représente un lien entre le cytosquelette et la transcription génique. La
polymérisation de 1’actine stimule ’activit¢é de SRF au niveau des cellules musculaires lisses en
réduisant I’effet du facteur YY1 (Yin Yang 1), qui est en compétition avec SRF dans la fixation a
1’ADN***. La polymérisation de 1’actine controle la localisation d’YY1. Cependant cette régulation
est importante car en absence de dépolymérisation de 1’actine, YY1 n’est plus transloqué dans le
noyau et donc ne régule plus SRF ce qui empéche le maintien d’une différenciation et d’une
prolifération cellulaire normale. Cela peut contribuer au développement de [’hypertension

-2
pulmonaire®®.

Il est établi que la voie de la protéine G monomérique RhoA joue un réle déterminant dans

149266 En effet, la stimulation de la

I’activation transcriptionnelle des génes de structure
polymérisation de 1’actine par RhoA, via des effecteurs tels que Diaphanous (mDia), Rho-Kinase et
LIMK, stimule aussi 1’activité transcriptionnelle de SRF au niveau de génes tels que celui de
I’actine f. Cela suggere que des mécanismes tels que la formation de fibres de stress ou bien
I’activité migratoire, nécessitant la polymérisation de I’actine, renforce ainsi la synthése d’ARN
messager de 1’actine 3. Ce mécanisme de rétrocontréle positif fait intervenir un co-facteur de SRF,
MAL (MRTFA/B ) fixé a I’actine globulaire G. Lorsque la voie RhoA active la polymérisation et
que I’actine G incorpore I’actine F, il y a un décrochage de ce co-facteur qui est alors internalisé
dans le noyau ou il interagit avec SRF (Figure 20). Un role direct de I’actine nucléaire est aussi
envisagé®®’. Ce mécanisme décrit dans le cceur a été confirmé au niveau des CMLs et stimule

. \ . 146,2
I’expression des génes du muscle lisse' %,

Au niveau du muscle lisse, outre MRTF A et B aussi appelé MKLI et 2, c’est le facteur
myocardine, appartenant a cette méme famille (présent en grande quantité¢ dans le cceur et les
CMLVs) qui est décrit pour I’instant comme le plus puissant activateur de 1’expression génique et

. 2
comme un cofacteur essentiel de SRF*®’

. La myocardine est constitutivement nucléaire car
contrairement 8 MTRFA/B, elle n’est pas liée a I’actine G cytoplasmique. Le role de co-facteur de
la myocardine est en partie régulé par la PKG. La PKG stimule I’expression de la myocardine

favorisant ainsi le couplage myocardine/SRF et modulant la transcription des génes des CMLs"".
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IV.3- Implication de SRF dans des pathologies

1V.3.1- La maladie d’Alzheimer

La maladie d’Alzheimer est caractérisée par le déclin progressif de la cognition et des

271,272
L2722 Dans

processus de neurodégnérescence chronique, associés a la dysfonction neurovasculaire
la maladie d’Alzheimer, il a été montré que I’angiopathie cérébrale contribue au déclin cognitif et a
la démence par la réduction et la dérégulation des débits sanguins cérébraux. L’hypoperfusion
artérielle et la dérégulation des flux sanguins peuvent précéder une atrophie cérébrale et une

273,274

accumulation de  amyloides (neurotoxine d’alzheimer) chez des modéles animaux et chez

- 2752
I’humain®>?"®. Les

bases moléculaires et cellulaires de 1’artériopathie d’Alzheimer sont peu
connues. Cependant, il a ét¢ montré qu’au niveau de CMLVs issues d’artéres cérébrales de patients
malades, SRF et la myocardine présentent un niveau d’expression anormalement élevé. Cette
surexpression au niveau de CMLVs entraine une hypercontractilité et, par conséquent, une
hypoperfusion cérébrale et cela indépendamment des peptides p amyloides®’’. Cela est accompagné
d’une augmentation de protéines contractiles telles que la chaine lourde de la myosine, 1’actine et la
calponine, qui peuvent aussi contribuer a I’hypercontractilité associée aux modifications
d’expression des protéines de structure’’’. La surexpression de SRF et de la myocardine dans les
CMLVs cérébrales renforce le phénotype d’hypercontractilité via la surexpression de génes régulant
I’homéostasie calcique, tels que la MLCK et I’ATPase calcique 2 du réticulum sarcoplasmique. De

plus, Iactivité élevée de SRF et de la myocardine diminue la clairance des § amyloides au niveau

) L, ) . . , - ‘o 278
des tissus cérébraux, ce qui provoque leur accumulation et une hypoperfusion artérielle cérébrale”™".

I1V.3.2- Le vieillissement

Le niveau de phosphorylation de SRF varie en fonction de 1’age. Une étude a montré qu’il y
a une diminution de la capacité de SRF a se fixer a ’ADN au niveau des fibroblastes sénescents, en

9

. . 2 A AN ,
comparaison avec les jeunes cellules”””. Cela pourrait étre dii a la présence d’une forme

hyperphosphorylée de SRF dans les cellules agées.

Le vieillissement est associé a une perte progressive de la masse musculaire ainsi qu’a une
augmentation de 1’adipose et de la fibrose. Au niveau moléculaire, le vieillissement est connu pour
altérer ’expression d’une grande variété de geénes. Cependant, les effecteurs intervenants dans ce
phénoméne n’ont pas été élucidés. Néanmoins, une étude a montré qu’une régulation négative
naturelle de SRF précéde et contribue au vieillissement du muscle squelettique. Effectivement, la
perte de SRF au niveau des muscles squelettiques de souris mutantes entraine une accélération du

v g ) . . N, .
processus de vieillissement musculaire®®’. Dans les muscles squelettiques de souris agées, ’atrophie
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du muscle observée dans le vieillissement peut étre expliquée par une diminution de I’expression de
SRF et de I’accumulation nucléaire du cofacteur MRTFA. Cela étant accompagné de la présence

d’amas de RhoA et de RhoGDI au niveau cytoplasmique et membranaire™'.

I1V.3.3- La différenciation cellulaire

SRF intervient dans les processus de transformation de cellules de différentes origines. Une
¢tude comparant des tissus néoplasiques et des tissus normaux montre que le potentiel pathologique
des CMLs est corrélé a une disparition de SM-y-actin. Cette étude montre aussi une différence de
fixation d’un complexe formé entre autres par SRF et MEF-2"* associée a un changement de
I’accessibilité de SRF durant la transformation néoplasique. D’autres travaux ont montré que des
cellules épithéliales tumorales présentent une augmentation de la quantité et de ’activité de SRF.
Cette augmentation est a la fois due a une augmentation d’expression de SRF lui-méme, de la
vinculine et de 1’actine, ainsi que de tous les génes dépendants de SRF. Ces changements dépendent
de la voie RhoA®®. La distamycine A, qui est utilisée comme anticancéreux, interfére dans la

fixation de SRF en modifiant la conformation de I’ADN par sa fixation sur des sites riches en
A/T284

Dans le cas d’une hypoxie, I’activité de la PKG, qui régule 1’expression de la myocardine,
est diminuée et cela entraine une diminution de 1’expression de la myocardine et une augmentation
de celle de Elk-1, qui est une protéine entrant en compétition avec la myocardine pour 1’association
avec SRF*"’. L’association de SRF avec Elk-1 phosphorylée entraine ’expression de génes de la
croissance cellulaire®2*®. Ainsi dans un cas d’hypoxie, cette inhibition de la PKG entraine un

changement de phénotype des CMLs passant d’un état contractile a un état prolifératif’.
IV.3.4- Les dysfonctions musculaires

1V.3.4.1- Le muscle cardiaque

Beaucoup de geénes régulés par SRF varient durant le développement normal mais également
durant I’hypertrophie du cceur. Cela suggere que SRF joue un réle important dans le maintien de la
structure et de la contractilité cardiaque. Une étude a montré que la surexpression de SRF au niveau
du cceur de jeunes souris, en absence d’autres stimuli, provoque une hypertrophie cardiaque, une

. . r L 2
fibrose, une cardiomyopathie et une mort prématurée®®’.

De plus, chez des animaux, la surexpression au niveau cardiaque d’un mutant de SRF

incapable de se fixer a I’ADN, ou de transactiver la transcription, provoque le développement d’une
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cardiomyopathie dilatée précoce et sévére avec une fibrose. Ces animaux meurent prématurément

)
au bout de 2 semaines®®.

Un mod¢le d’inactivation en mozaique de SRF chez la souris a montré que la juxtaposition
de cardiomyocytes possédant le SRF sauvage et fonctionnel avec d’autres exprimant un mutant
défectueux, provoque une hétérogénéité du myocarde délétaire. Chez ces animaux, les
cardiomyocytes déficients en SRF s’affinent et s’allongent alors que ceux qui expriment SRF
deviennent hypertrophiques. SRF intervient donc dans le remodelage structural et la fonction
contractile des cardiomyocytes en réponse a leur environnement local. Cela suggere que SRF
jouerait un rdle dans les pathologies caractérisées par des altérations locales de la fonction

. . . 2
ventriculaire cardiaque®®’.

1V.3.4.2- Le muscle lisse

La présence d’une insertion au niveau du promoteur adjacent a la boite CArG a été identifiée
chez des rats SHR (rats spontanément hypertendus)*’. Cela entraine une augmentation de la
fixation de SRF au niveau du promoteur du géne smMLCK stimulant P’activit¢ des geénes
dépendants de SRF. Il en résulte une augmentation de 1’expression de la MLCK et de I’état de
phosphorylation de la MLC a I’origine de I’hypertension. La surexpression d’un mutant dominant
négatif chez des rats hypertendus bloque I’augmentation de la MLCK engendrée par I’hypertension.
L’inhibition de la voie RhoA n’a aucun effet sur I’augmentation d’expression de la MLCK induite
par SRF, alors que c’est le cas lors d’un blocage de la voie Ras. Cela montre donc que RhoA et Ras
interviennent selon deux voies indépendantes™, aboutissant a 1’augmentation de la phosphorylation
de la MLC. La voie Ras stimule la phosphorylation de la myosine en ciblant la MLCK via SRF,

alors que la voie RhoA bloque sa déphosphorylation en inhibant la MLCP'*’.

Dans un modele murin de Knock-out inductible, I’extinction spécifique de SRF au niveau
des CMLs provoque le développement d’un désordre sévere ressemblant a la pseudo-obstruction
intestinale chronique rencontrée chez ’homme. Cela illustre clairement le role important de SRF

dans le maintien de la fonction contractile du muscle lisse viscéral chez I’adulte®”.

Le role de SRF n’a pas été étudié au niveau de la microcirculation. Or sa position en amont
d’une protéine clé dans la contraction telle que RhoA, ainsi que son effet sur des protéines du
cytosquelette ou de la contraction, font de ce facteur de transcription un bon candidat dans la

régulation de la réactivité vasculaire.
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=> La contractilité des différentes artéres est liée a I’activation de différents récepteurs. Cependant,
au niveau des artéres de résistance, la réactivité vasculaire est aussi caractérisée par 1’existence
d’une réponse a des stimuli mécaniques tels que des variations de pression ou de flux. Cette
propriété, appelée mécanotransduction au flux et a la pression, tient une place importante dans la
microcirculation. Nous nous sommes plus particuli¢rement intéréssés a la réponse a une

augmentation de pression qu’est le tonus myogénique.

V- Le Tonus Mvogénique : une adaptation rapide a une
variation de pression

V.1- La microcirculation et le flux sanguin : Généralités

Lorsque le cceur se contracte, il génére une énergie potentielle sous forme de pression
sanguine dans les artéres. Celle-ci s’exprime en millimétres de mercure (mmHg). Elle dépend des
résistances périphériques a 1’écoulement sanguin généré par la contraction cardiaque. La pression
sanguine résulte du produit du débit cardiaque par les résistances périphériques. Le débit cardiaque
varie peu, ce sont les résistances périphériques qui modulent le niveau de pression sanguine. Les
résistances périphériques dépendent du tonus vasomoteurs des CMLs qui va modifier les
dimensions artériolaires et donc, selon la loi de poiseuille, réguler le niveau de pression sanguine.
Les artéres de conductance interviennent moins que les artéres de résistance dans la régulation de la
pression sanguine. Elles le font par le biais de la rigidité de leur paroi qui dépend, elle aussi, de la
contraction des CMLs. Ainsi, la pression sanguine dépend essentiellement du tonus contractile des
CMLs artérielles.

Les artéres de petit diametre (inférieur a 200um), étant responsables d’une grande partie des
résistances vasculaires périphériques, sont appelées artéres de résistance. Ces artéres posseédent un
tonus vasoconstricteur permanent leur permettant de se contracter, de se dilater et donc de controler
finement les flux sanguins locaux. Le tonus microvasculaire est contrdlé par le systéme nerveux, le
systeme hormonal local et circulant, les besoins métaboliques des tissus environnants ainsi que par
des facteurs mécaniques. Les principaux facteurs mécaniques influengant le tonus micro-vasculaire
sont la pression et le flux. Lorsqu’une augmentation de pression est pergue par le vaisseau, celui-ci
réagit sous la forme d’une contraction appelée le tonus myogénique (TM), alors qu’une
augmentation du flux, entrainant une hausse des forces de cisaillement (shear stress), induira une
vasodilatation plus communément appelée dilatation flux-dépendante (sujet que je ne développerai
pas dans cette étude). Ces deux mécanismes permettent une régulation rapide et efficace des débits

sanguins locaux.
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Figure 21A : Enregistrements typiques de la réponse d'un vaisseau mésentérique de résistance

a une augmentation de pression.

Pour des pressions >50 mmHg, les variations de pression successives entrainent une baisse de diamétre artériel (flux nul).
Par exemple, le passage d’une pression de 50 mmHg a 75 mmHg, diminue le diamétre de 12 micrométres. Pour finir on
soumet le méme vaisseau aux mémes paliers de pression, mais en présence d’une solution physiologique sans calcium +
EGTA + SNP + papavérine, le diamétre ainsi mesuré est le "diameétre passif". Le tonus myogénique (TM) du vaisseau est
quantifi¢ comme étant la différence entre le diamétre actif et le diamétre passif. Les 2 tracés ont été obtenus en séquence
et superposés ensuite.
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Figure 21B : Réponse myogénique d'artérioles. (selon Davis M.J. et Hill M.A.”"")
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V.2- Le tonus myogénique : Définition

En 1902, W.M. Bayliss a mis en évidence pour la premicre fois 1’existence d’une réponse
vasculaire locale suite 4 une augmentation de la pression intraluminale, la réponse myogénique®’”.
En 1949, Folkow a montré que ce tonus vasculaire est un mécanisme non neuronal puisqu’il
persiste au niveau des vaisseaux dénervés®. Les acteurs de cette réponse myogénique sont les
CMLs, et cela indépendamment des influences neuronales, métaboliques, ou hormonales. Une
relation inverse existe entre le diameétre des vaisseaux et 1’intensité du TM. Plus les vaisseaux sont
petits et plus le TM est élevé®™, bien qu'il puisse y avoir une exception dans le cas des vaisseaux
cérébraux™”. Le développement d'un TM s'observe surtout dans des vaisseaux d'un diamétre
inférieur a 300um. In vitro, le TM peut étre maintenu pendant plusieurs heures car les conditions de
pression et de flux sont le plus souvent statiques, ce qui entraine une désensibilisation. In vivo, en
revanche, les variations de pression et de flux sont permanentes et les réponses myogéniques
constamment stimulées.

Le TM se développe dans les secondes qui suivent 1’augmentation de la pression
intravasculaire (Figure 21A). La réponse myogénique se caractérise par une distension initiale,
passive, suivie de deux phases de contraction, I’une transitoire et I’autre soutenue (Figure 21B).
Ainsi dans le cas d’un changement de posture par exemple, ou la pression artérielle varie, la réponse
myogénique contribue au maintien de la pression hydrostatique au méme titre que le tonus
sympathique et le baroreflexe.

Au niveau tissulaire, les variations brusques de la pression artérielle entrainent des variations
immédiates du débit sanguin. Or il existe un mécanisme d’autorégulation du débit sanguin
permettant de maintenir un débit sanguin stable en dépit des importants changements de la pression
artérielle. Cette régulation peut étre métabolique et myogénique. Le TM permet ainsi une protection
des capillaires contre les augmentations excessives de la pression sanguine. Autrement dit, si la
pression dans les petites artéres et artérioles s'éléve de trop, ces vaisseaux permettront d’amortir
cette augmentation de pression et empécheront donc une transmission de la pression élevée aux
capillaires. Cela permet d’éviter une éventuelle rupture de ces derniers car leur paroi, constituée
exclusivement d’intima et dépourvue de cellules musculaires, ne leur permet pas de résister a des

augmentations de pression.

V.3- Les coulisses du tonus myogénique

Le TM est une contraction active du muscle lisse présentant des points communs avec les
réponses contractiles consécutives a ’activation de récepteur par leur agoniste, comme le sont les

récepteurs al-adrénergiques avec la phényléphrine. Le role inducteur de la pression sur le TM a été
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mis en évidence en inhibant les mécanismes « non myogéniques » pouvant étre activés par une voie
récepteur-dépendante. Au niveau des artéres de résistances, nombreuses sont les terminaisons
nerveuses sympathiques, or 1’inhibition de ces derniéres par la tétrodotoxine n’abolit pas le TM. Il
en est de méme avec le blocage des récepteurs AT1 (a I’Angiotensine I1), ETA (a ’endothéline-1),
SHT, (a la sérotonine)...Le résultat est comparable si on fait abstraction des éléments
vasoconstricteurs endothéliaux en enlevant I’endothélium. Dans ce cas le TM persiste et il est méme
potentialisé. Au niveau d’un réseau vasculaire intact, 1’interaction entre les mécanismes de
régulation neurohumoraux et la réponse myogénique est un aspect souvent oublié. C’est le cas lors
d’une stimulation adrénergique de certains lits vasculaires entrainant une augmentation de la
vasoconstriction myogénique®”®. De plus, durant une réponse contractile a un agoniste, la réponse
myogénique persiste pour faire face aux changements hémodynamiques induits par I’agoniste. Donc
le changement général de la réponse vasculaire, et plus précisément 1’effet net sur la résistance

. .. o 2
vasculaire, est un effet conjoint des composants neurohumoraux et myogéniques® .

Le TM est initié quand un stimulus mécanique, causé par le changement de la pression
intraluminale, active la dépolarisation de la membrane des CMLVs, causant la mobilisation calcique
et ’activation des protéines contractiles. Bien que ces événements semblent étre complétés par

différentes voies de signalisation, la nature spécifique de I’activation est mécanique.
V.3.1- Induction et régulation

V.3.1.1- Le potentiel membranaire: un élément déterminant

La dépolarisation membranaire joue un role important dans les réponses des muscles lisses a

des variations de la tension pariétale ou de la pression. Des CMLs de petites artéres ou d’artérioles,
. . . 29 \

en absence de pression, ont un potentiel de repos compris entre —60 et —75 mV*>", alors qu’a

299,300 L

pression physiologique ce potentiel est compris entre 40 et —60 mV augmentation de la

pression artérielle est accompagnée d'une dépolarisation graduelle des CMLs>"'

, et ce phénomene

est commun a différents muscles lisses, vasculaires ou non, soumis a une élévation de pression ou
. 2 , . . . . N

de tension®’~***%_ Cette dépolarisation est observable dans un intervalle de pression (de 30 & 110

mmHg) similaire a celui dans lequel le TM se développe™” (Figure 22).

V.3.1.2- Participation des canaux ioniques
a) Les canaux inducteurs du tonus myogénique (mécanosenseurs)

L'étirement de la paroi, provoqué par la pression, est 1ié 4 une entrée de Ca*" dans le
cytoplasme des cellules musculaires permettant la contraction. Il est admis que le stimulus
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mécanique active soit directement les canaux membranaires, soit via des voies de signalisation
induisant ’intervention de molécules modulant 1’ouverture des canaux ioniques a 1’origine de la
dépolarisation membranaire. Généralement, une dépolarisation est engendrée par I’ouverture de
canaux cationiques non sélectifs, mais elle peut aussi étre causée par la fermeture de canaux
: , , : : .
potassiques ou par I’ouverture de canaux chlore. Les approches électrophysiologiques ont permis de
disséquer la maniére dont la déformation membranaire peut entrainer I’activation des courants
cationiques présumés a 1’origine de la dépolarisation membranaire, et donc de 1’activation des

; 4
canaux dépendants du voltage®***.

= Les canaux calciques dépendants du voltage

Le TM peut étre modulé par I’activation des canaux calciques voltage-dépendants (CCVDs).
La place de ces canaux varie en fonction du type vasculaire. Ils ont un réle important au niveau des
artéres cérébrales’® mais un role partiel dans les artéres coronaires. Bien que l'étirement puisse
activer directement ces canaux, ce n’est pas suffisant pour engendrer une telle entrée de Ca*" 7.
Apres le blocage de ces canaux calciques, 1’¢lévation de la pression intraluminale provoque une
dépolarisation membranaire normale mais aucune contraction myogénique’”>">”. Ces études
montrent que l'influx calcique engendré par ces canaux a une place importante dans le TM. Par
contre, cet influx n'est pas responsable de la dépolarisation accompagnant la réponse myogénique.
L’ensemble de ces résultats n’exclut pas une régulation potentielle en amont des CCVDs par
d'autres types de canaux. Il est plus probable que I’entrée calcique via ces canaux soit régulée par la
phosphorylation de canaux consécutive a I’étirement’ ',
L’ensemble de ces études supporte le concept que 1’ouverture des canaux dépendants du

voltage est conscécutive a d’autres événements initiés par la perception d’un étirement, et a la

dépolarisation membranaire.

= LLes canaux activés par I’étirement (Stretch-activated channels)

Les canaux mécanosensibles SACs (stretch-activated channels), comme leur nom I’indique,
voient leur activité (ouverture) régulée par le niveau d’étirement de la membrane. Ces canaux sont
présents dans de nombreux tissus dont les CMLs d’artéres coronaires et mésentériques. L’ activation
de ces canaux cationiques non sélectifs, par une augmentation de I’étirement membranaire,
engendre majoritairement des courants sodiques & 1’origine de la dépolarisation membranaire®®~'2,
L’entrée de Ca®" par ces canaux participe aussi a I'augmentation du Ca®" intracellulaire et a la
contraction’”’. Le manque de moyens d’investigation du role des SACs dans le TM (car des

inhibiteurs tels que le Gd3+ inhibent a la fois les SACs et les CCVDs), ainsi que les faibles
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connaissances sur I’identit¢é moléculaire et sur la régulation des SACs, rendent difficile

I’appréciation du role de leur activation durant la réponse myogénique.

= [ es canaux TRP (Transient Receptor Potential)

Bien que l'identit¢ moléculaire du ou des canaux cationiques intervenant dans la
dépolarisation induite par I’étirement ne soit pas connue, un intérét particulier a été porté au role des
membres de la famille des TRP.

Les canaux TRP (transient receptor potential) forment une famille comprenant plus de 50
canaux perméables aux cations, exprimés de la levure a ’homme. Chaque sous-unité TRP est
constituée de six domaines transmembranaires avec un pore entre le cinquieme et le sixieéme
segment transmembranaire. Les TRP s’assemblent en homo- ou hétéro-tétrameres pour former un
canal engendrant une certaine complexité’'**">. A ce jour, chez les mammiféres, cette famille est
divisée en six groupes identifiés comme: Canonique (TRPCI1-7), Vanilloide (TRPV1-6),
Mélastatine (TRPM1-8), Polycystine (TRPP1-3), Mucolipine (TRPML) et Ankyrine (TRPA)*'*.

Il a été suggéré que les canaux TRP jouaient un role dans les processus cellulaires de la
mécanotransduction en général’'®>'". Cohérent avec I’élaboration de la réponse myogénique, les
canaux TRP ont été caractérisés comme des canaux cationiques non sélectifs ou bien séléctifs pour
le Ca2+ 317.

Une étude de Welsh et al. proposait, par 1’utilisation d’oligonucléotides antisens introduits
dans les muscles lisses d’artérioles cérébrales, que le canal TRPC6 jouait un réle dans la contraction
myogénique’'®. La réduction de I’expression de TRPC6 affectait la dépolarisation et par conséquent
entrainait une diminution de la réponse myogénique. Ce role de mécanosenseur de TRPC6 a été
confirmé au niveau de cellules CHO et HEK-293%". Suite a cela, TRPM4 a été décrit comme
indispensable dans le TM*°. Néanmoins, I’implication de tous les TRPs dans le TM n’a pas encore
été décrite. Ces canaux pourraient intéragir entre eux en s’activant ou se régulant mutuellement. Par
exemple, Ientrée de Ca®" par TRPC6 induirait I’activation ultérieure de TRPM4. TRPC6, et
TRPM4 pourrait aussi s’associer en tant que sous-unité d’un canal. Cependant, bien qu’il existe des
hétéromultiméres au sein des différentes familles de TRP, il reste & démontrer que des associations
peuvent exister entre ces familles. Enfin, une autre étude de Earley et al. sur des artéres cérébrales a
mis en avant I’augmentation de la sensibilité au Ca’" du TRPM4 par ’activation de la PKC,
montrant ainsi I’existence de liens potentiels entre différents événements intervenant dans le TM*?'.

En ce qui concerne TRPCI, décrit comme un composant d’un canal cationique
mécanosensible au niveau d’oocytes et de cellules CHO*, cet élément est sujet a controverse.
L’étude du phénotype et de la réponse myogénique d’artéres cérébrales de souris Knock-out pour

. . N r 2
TRPC! ne montre aucune modification de ces paramétres en 1’absence de ce récepteur>. Ce
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paradoxe du rdle des TRPs est aussi illustré avec un modele de souris Knock-out pour TRPC6,
présentant une augmentation de la réponse myogénique accompagnée d’une hausse de la pression
artérielle systémique et des réponses contractiles aux agonistes’>'. Cependant ces résultats
paradoxaux pourraient étre expliqués par une régulation positive par d’autres TRPs. Effectivement,
en absence de TRPCS, il y a une régulation positive de la protéine TRPC3>**, bien que I’inactivation
de 50% de TRPC3 par des oligonucléotides antisens n’induit pas d’inhibition du TM des artéres
cérébrales®™.

Ces données, apparemment contradictoires, pourraient refléter une certaine redondance des
roles joués par les différents TRPs au niveau du muscle lisse vasculaire. Il a aussi ét¢ montré qu’en
absence de TRPC6, d’autres canaux sensibles au DAG tels que TRPC3 et 7 se substituent a ce
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dernier ™, illustrant encore une fois le role général des protéines TRPs dans la mécanotransduction.

= Le canal sodique épithéliale (ENaC)

Ce nouveau, et peut-étre complémentaire canal cationique, pouvant intervenir dans la

signalisation myogénique artériolaire, a été initialement décrit dans la mécanotransduction de la C.
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. . , . 2
Elegans®’ et dans la mécanotransduction en réponse aux forces de cisaillement sur 1’oocyte’*®. Des

études récentes illustrent un réle important du canal ENaCp dans la réponse myogénique au niveau

329,330

d’artéres reinales interlobulaires et plus particuliecrement dans la réponse médiée par

, . . , 1 . N . N r s
I’autorégulation du flux sanguin rénal®'. Ce canal a aussi ce role au niveau d’artéres cérébrales de
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rats De maniére intéressante, les canaux ENaC associent a la fois la matrice extracellulaire et le

cytosquelette, et font le lien avec d’autres éléments pouvant intervenir dans la mécanotransduction

tels que les intégrines. Les canaux ENaC pourrait former un complexe mécanosenseur””.

b) Les canaux régulateurs du tonus myogénique

= Les canaux potassiques

Les canaux potassiques présents au niveau du muscle lisse vasculaire sont d’importants
régulateurs du tonus vasculaire. L’activation des canaux potassiques dans des conditions
physiologiques résulte en des efflux de potassium entrainant une hyperpolarisation des CMLVs.
Cette hyperpolarisation induit une fermeture des canaux calciques dépendants du voltage, une
diminution du Ca®" intracellulaire et la relaxation du muscle lisse. Différents types de canaux

potassiques semblent intervenir dans la régulation du TM.
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Les canaux potassiques dépendants du calcium (BKCa)

L’influx de Ca”" engendré par les canaux mécanosensibles produit une inhibition des canaux
calciques voltage dépendants et une activation des canaux potassiques*. Afin d'éviter une
vasoconstriction excessive en réponse a la pression, il existe un mécanisme de feedback négatif
pour limiter le TM. En effet, 'augmentation de Ca®" induite par I’étirement membranaire active des
canaux potassiques dépendants du Ca®" (BKc,). Il en résulte un courant sortant de K+ qui engendre
une hyperpolarisation limitant la durée de la dépolarisation®. Plus précisément, l'activité de ces
canaux est indirectement li¢e aux pics de Ca" induits par la libération du Ca*" sarcoplasmique via
les récepteurs sensibles a la ryanodine. Ces pics de Ca>" permettent une élévation locale du Ca*"
intracellulaire permettant l'activation des canaux BKc, . L'augmentation de la concentration
calcique en absence de ces pics de Ca*" ne suffit pas & activer les canaux BKc, de maniére assez
importante pour réguler le potentiel de membrane™’. L'intervention de ces canaux varie en fonction
du type vasculaire. Par exemple, ces canaux ont une place plus importante au niveau des artéres
cérébrales qu'au niveau des artéres du muscle crémaster>".

Ce mécanisme est régulé a différents niveaux par la PKA et la PKG ainsi que par la PKC.
Effectivement ces kinases stimulent (PKA/PKG) ou inhibent (PKC) ce processus en jouant sur la
fréquence et l'amplitude des relargages calciques du réticulum sarcoplasmique ainsi que sur

l'activité des canaux BKc,>’

Les canaux potassiques dépendants du voltage (K,)

Ces canaux ont été décrits comme intervenant dans un mécanisme de feed-back limitant
ainsi la réactivit¢é myogénique. Ces canaux dépendants du voltage sont activés au potentiel de
membrane atteint pendant le TM (-55 a -30 mV) permettant la repolarisation des cellules
excitables’*. L’inhibition de ces canaux provoque une augmentation de la vasoconstriction de

. N e e, , . 41
petites artéres pourvues d’une activité myogénique’ ",

Les canaux TREK-1 (TWIK-related K+)

La fonction dilatatrice des canaux potassiques au niveau des CMLVs a été attribuée presque
exclusivement a des canaux formés d’un seul pore. Cependant, au niveau des CMLVs, un autre type
de canaux potassiques existe, les canaux TREK-1. Ces canaux font partie de la famille des canaux
potassiques a deux pores (Kyp). Leur expression varie en fonction du type d’artéres. Une étude
montre qu’ils sont présents dans les artéres mésentériques de rats mais pas dans les arteres

. 342 . ~ . . . . , 343
pulmonaires™. Ils ont aussi un role important au niveau des microvaisseaux cutanés - et dans la

. . ror 44.34 .« . . , . P
circulation cérébrale®**~*. Ces canaux sont activés par des stimuli mécaniques et chimiques comme
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Figure 23 : Effet du complexe Actine/Filamine/TRPP2 sur la tension de surface et sur I’activité
des canaux mécanosensibles. (d aprés Sharif-Naeini et al. Cell. 2009°°)

(A)Le complexe Actine(F-actin)/Filamine (FInA)/TRPP2 impose une certaine courbure a la membrane
plasmique. Selon la loi de Laplace T=Pr/2, pour une pression donnée, plus le rayon de courbure (r) est petit
plus la tension de surface a laquelle les canaux sont soumis est faible. Cela permet de protéger les canaux
d’une force excessive. (B) Dans le cas d’une altération du complexe Actine/Filamine A/TRPP2 par différents
moyens, le rayon de courbure augmente entrainant une augmentation de la tension de surface a laquelle sont
soumis les canaux. Ainsi pour une méme pression, il y a une activation plus élevée des canaux
mécanosensibles.
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I’acide arachidonique. Cependant, une absence de TREK-1 n’influence pas la réponse myogénique
d’artéres basilaires suggérant donc que ce canal participerait davantage a une régulation de la

vasoconstriction.

= Ies canaux chlore

N e g . , , . . . . . . 4
Aprés avoir été impliqués dans la dépolarisation membranaire induite par un agoniste®*, ces

canaux ont également été proposés pour expliquer celle induite par I’étirement pariétal des CMLVs.
Les canaux chlore pourraient étre impliqués dans la dépolarisation des muscles lisses vasculaires,
avec la production d’un courant chlore sortant calcium-dépendant®’. Le potentiel d’équilibre pour
le chlore dans les cellules musculaires se situe entre —47 et —10 mV, avec une variation reflétant
I’activité ou I’expression de différents systémes de transport du chlore dans différents vaisseaux.
Aujourd’hui, le manque d’inhibiteurs spécifiques ne permet pas d’aboutir a des conclusions
définitives sur le role des canaux chlore sur la réponse myogénique. En revanche, il est clairement

établi que le chlore ne joue pas un role initiateur de la réponse myogénique™*’.

V.3.1.3- Le cytosquelette

L’activité des canaux mécanosensibles est intimement liée a la tension membranaire.
Comme nous avons pu en parler précédemment, la chape cellulaire composée par les différents
éléments du cytosquelette influence 1’état de tension de la membrane plasmique”. Cela laisse
supposer que de nombreux ¢éléments du cytosquelette joueraient un role dans la
mécanotransduction. Des études ont montré que des ¢léments du cytosquelette tels que la

. 49 . . , . L 1, .
348 et la dystrophine®® interviennent dans la mécanotransduction médiée par le flux mais

vimentine
pas dans le TM.

Une étude récente a laquelle j’ai participé montre 1’intervention de la filamine A dans 1’état
d’activation des canaux mécanosensibles™. Cette protéine, via son interaction avec la polycystine 2
(TRPP2), inhibe ’activité des canaux mécanosensibles. Cette polycystine est ancrée a la membrane
plasmique ou a la membrane du réticulum endoplasmique. Ainsi, son interaction avec le
cytosquelette d’actine via la filamine A entraine une tension de surface faible influencant I’activité
des canaux mécanosensibles (Figure 23). Dans le cas d’une inhibition de ce complexe
Actine/filamine A/TRPP2 par différents moyens, la membrane plasmique se déforme, ce qui
conduit a une augmentation de la tension de surface facilitant I’ouverture des canaux
mécanosensibles.

En ce qui concerne les filaments d’actine, leur polymérisation est stimulée et leur

architecture est modifiée dans les CMLVs suite a une augmentation de la pression transmurale,
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contrairement a ce qui est observé lors d’une activation a-adrénergique™'. La dépolymérisation des
filaments d’actine engendre une diminution du TM**2.

Les microtubules interviennent eux aussi dans la régulation du TM. Contrairement a
I’actine, leur dépolymérisation stimule le TM en induisant une sensibilisation au Ca>" via la voie de

la Rho-kinase®™.

V.3.1.4- Les intégrines

Comme nous I’avons vu précédemment (paragraphe I11.2.2.1), les intégrines sont, par leur
localisation et leurs interactions, des éléments importants dans la transmission de signaux a travers
la membrane cellulaire. Leur lien avec la matrice extracellulaire et les protéines de signalisation
intracellulaire font d’elles de bonnes candidates en tant que mécanosenseurs. Des études ont montré
que la fixation de peptides RGD (arginine-glycine-aspartate) au niveau de 1’intégrine musculaire
ayBs entraine une inhibition du TM>** via le blocage des courant calciques de types L. Alors que

3% d’autres études ont démontré

l'activation de l'intégrine asp; potentialise les courants calciques
que les intégrines transduisent un signal provenant des forces mécaniques a travers la membrane
cellulaire, pouvant engendrer des variations de pH ou de Ca®" intracellulaire®™.

Des résultats obtenus sur des artéres isolées étayent parfaitement cette vision des intégrines
comme des mécanosenseurs de la pression. Effectivement, le blocage des intégrines a,,f; et asp; a
pour effet d’abolir la vasoconstriction induit par une augmentation de pression®’. Il a été démontré
que D’activation de ces intégrines, entre autres, entraine la phosphorylation des canaux calciques

305,358(Figure

dépendants du voltage, ainsi que des canaux BKc, et ’activation de canaux ioniques
24).

Ces études suggérent donc que les intégrines restent un des principaux candidats pour faire
partie de l'appareil sensoriel, li¢ a l'activité myogénique dans les vaisseaux. Cependant on ne sait
pas si d'autres récepteurs mécanosensoriels interviendraient de maniére similaire ou selon des voies

paralléles complémentaires.
V.3.1.5- Autre mécanosenseurs
a) Les jonctions gap

Les connaissances sur les mécanosenseurs présents au niveau des CMLs artérielles sont
encore loin d’étre complétes. Cependant, d’autres acteurs ont déja été identifiés comme c’est le cas
des gap junction. Une inhibition de ces structures permettant la communication intercellulaire

provoque une diminution du TM>*?%. Ces éléments joueraient un réle plus important dans le cas
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des artéres plus larges, constituées de plusieurs couches musculaires et nécessitant donc des

mécanismes permettant la transmission de la force entre les cellules.

b) Les métalloprotéinases

Outre le lien que les cellules ont avec la matrice extracellulaire grace aux intégrines, d’autres
protéines peuvent étre prises en considération dans les intéractions entre les CMLs et leur
environnement. C’est le cas des métalloprotéinases (MMP), présentes dans la matrice
extracellulaire, qui ont la capacité de modifier cet environnement lors d’une augmentation de
pression entrainant la libération d’HB-EGF (Heparin-Binding EGF), ce qui provoque la
transactivation d’EGFR (EGF receptor). L’inhibition ou I’absence de MMP2/9 entraine une

. . . \ r Lo 1,362
diminution du TM au niveau d’artéres mésentériques’®'~%.

V.3.2- Le tonus myogénique : des seconds messagers spécifiques.

Beaucoup de voies de signalisation, comparables a celles intervenant lors de 1’activation
d’un récepteur membranaire, peuvent étre sollicitées lors d’une augmentation de pression
intraluminale, telles que ’activation des protéines G (trimériques ou monomériques), le relargage
du Ca™" du réticulum sarcoplasmique®®, I’activation des protéines kinases comme la PKC, et la
génération d’éléments vasoactifs comme les produits issus du métabolisme de 1’acide
arachidonique®® et les espéces réactives de ’oxygeéne’®. Ces points communs rendent difficile
I’identification de facteurs spécifiques de la réponse myogénique. Cependant, il a ét€ montré qu’au
niveau des petites artéres, le TM est amorcé en un laps de temps trés court d’environ 250ms>®*>%.
Cette rapidité nécessite I’existence d’un mécanisme supplémentaire directement li¢ a la membrane,
et qui est activé avant méme la dépolarisation induisant 1’ouverture des canaux calciques
dépendants du voltage. Cette modulation du TM par des seconds messagers a été mise en évidence
par I’existence de facteurs générés lors d’une augmentation de pression, qui pourraient donc étre
d’importants médiateurs du TM. Parmi eux, il y aurait des médiateurs lipidiques tels que ’acide 20-
HETE (20-Hydroxyeicosatetraenoic) qui inhibe les canaux BKc, et favorise la dépolarisation ; le
DAG qui va activer différentes PKC et stimuler directement les canaux TRPC3 et 6> ; et I'IP3 qui
induit le relargage du Ca*" sarcoplasmique (Figure 24). Lors d’une augmentation de pression, la
sphingosine, dérivant de la sphyngomyéline membranaire, est phosphorylée par sa kinase
(Sphingosine kinase). Ainsi, suite a une dépolarisation, la sphingosine-1-phosphate en résultant va
stimuler le relargage calcique du réticulum sarcoplasmique et la voie de sensibilisation calcique
médiée par RhoA’®.

De plus, il a été montré que sous I’effet d’une augmentation de la pression intraluminale,

I’activité des protéines G¢/Gii est modifiée, et cela indépendamment de leur liaison avec les
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récepteurs membranaires, induisant ainsi ’activation de protéines telles que la PLCP et le canal
TRPC6, provoquant alors la dépolarisation membranaire’®. Cela est confirmé par des études
montrant I’activation des protéines G par un stimulus mécanique’’’, et la modulation des canaux

. . . , egqe 1
ioniques qui en découle s’effectuant en quelques millisecondes’’

. Il reste a démontrer que de tels
messagers sont a 1’origine de la réactivité myogénique, et a savoir comment leur production est liée
a ’augmentation de pression. L’identification des seconds messagers intervenant spécifiquement
dans le TM, parmi ceux participant a la contraction en général, reste difficile. De plus, le lien entre

I’induction de leur production et I’augmentation de pression reste a ¢lucider.

V.3.2.1- La voie RhoA/RhoKinase dans le tonus myogénique

La voie RhoA/Rho-kinase, comme on a pu le voir précédemment, tient une place importante
dans la contraction des CMLs. Il n’est donc pas surprenant que cette voie intervienne dans le
controle du tonus vasculaire de nombreux vaisseaux sanguins dont 1’artére pulmonaire, 1’artére
mésentérique et la veine porte. L’intervention de la petite protéine G RhoA dans le TM via son
effecteur principal Rho-kinase est clairement établit (Figure 24). De nombreuses ¢tudes ont mis en

;. e g e ey . . .o . 2
évidence que I’inhibition de cette kinase entraine une diminution du TM?"**7

V.3.2.2- Autres protéines kinases dans le tonus myogénique

En plus de la contribution de la MLCK et de Rho-kinase, d'autres protéines kinases sont

impliquées dans le TM.

a) Les PKC

Des études sur des artéres cérébrales et des artéres du muscle crémaster ont montré une
inhibition dose-dépendante du TM par la staurosporine (inhibiteur de PKC). Cela est confirmé par
l'utilisation d’indolactame V (activateur de PKC) qui entraine une augmentation de la contraction
des vaisseaux a la pression’ *”">. Comme dans le cas des réponses aux agents contractants, cette
kinase intervient en augmentant la sensibilité au Ca®" de l'appareil contractile en activant la CPI-
17°"(Figure 24).

Les PKCs peuvent influencer, par inhibition ou activation, les canaux calciques voltage-
dépendants et modifier la concentration calcique, et ainsi moduler le TM. La PKC peut inhiber
I’activité des canaux potassiques voltage dépendants, potentialisant indirectement la contraction

myogénique.
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b) Les MAPKinases p38 et ERK1/2

La phosphorylation des protéines sur les tyrosines est aussi une voie de signalisation
impliquée dans la mécanotransduction. Ces cascades de phosphorylations peuvent étre stimulées par
I'étirement. Cela a été démontré dans les cellules endothéliales’”’ et les myocytes cardiaques’ .
Contrairement a ce qui a été¢ décrit dans les contractions récepteur-dépendantes, les MAPKs comme
p38 et ERK1/2 tiennent une place moins importante dans le cas du TM. Une étude de Bolla a
montré que la MAPKinase p38 intervient de fagon importante dans la contraction induite par un
analogue stable du TxA2 qu’est le U46619'"%, alors qu’il a été montré que cette MAPKinase tient
une place moins importante dans le TM®". De plus une étude sur la veine faciale de lapin a montré
que la voie ERK1/2, activée par I’étirement, n’intervient pas dans le TM®”. Leur intervention au
niveau du TM correspondrait plus a une modulation ou a une facilitation de cette réponse

myogénique plutdt qu’a un élément primordial®®

Le role exact de ces différentes voies dans le TM reste difficile & comprendre : les cibles
phosphorylées par ces kinases ne sont pas bien connues, et dans le cas de protéine telles que la

PKC, la diversité de ses isoformes n’aide pas.

V.3.3- Au regard du calcium, le tonus myogénique : une contraction

parmi tant d’autres.

Comme dans le cas des réponses récepteur-dépendantes, le Ca®* joue un réle pivot dans la
contraction des muscles lisses induite par la pression. La nécessité d’un influx calcique
intracellulaire dans le développement du TM a été montrée initialement par Laher et al, dans la
veine faciale de lapin®™®'. Comparable a la contraction récepteur-dépendante, les influx calciques
proviennent du milieu extracellulaire et des différents compartiments cellulaires. En revanche, bien
que le Ca®" soit nécessaire pour le développement du TM, 1’augmentation du Ca*" nécessaire a la
contraction est beaucoup plus faible que celui nécessaire a une contraction dépendant d’un agoniste
et de son récepteur’". L’augmentation de Ca”" intracellulaire ou les influx calciques engendrés par
|’étirement sont abolits si on enléve le Ca®” extracellulaire. Ils sont 1égérement sensibles aux
inhibiteurs des canaux dépendants du voltage et sont significativement atténués par des bloqueurs
des canaux mécanosensibles>.

De plus, une étude sur des CMLs isolées de vessie suggére que I’étirement induit la
libération du Ca®" des stocks intracellulaires d’une maniére indépendante des récepteurs a 1’IP3 et

abolie par la ryanodine®®*(Figure 24).
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V.3.4- La sensibilité calcique, dans la contraction myogénique.

Comme nous 1’avons appronfondi précédemment (paragraphe II1.5.2), la sensibilisation au
Ca”" de ’appareil contractile via I’inhibition de la phosphatase de la chaine 1égére de myosine, par
la Rho-kinase, la PKC et ’AA, a une place importante dans la contraction vasculaire. Le Dr Boels a
montré que l'augmentation de la sensibilité au Ca>" des protéines contractiles dans les vaisseaux de
résistance était plus importante que dans les vaisseaux de conductance®®. Des études ont montré
que le développement du tonus basal et de la réponse myogénique est associé¢ a la production de la
PKC’™7 | et des métabolites de I'acide arachidonique semblent également étre impliqués®™. Le Dr
VanBavel et al. ont montré que la sensibilité au Ca*" est 5 fois plus élevée au cours du TM que lors
d’une contraction induite par du potassium, et deux fois plus élevée que dans le cas d’une

387 Rho-kinase a été décrite comme intervenant dans ce mécanisme,

stimulation al-adrénergique
pour la premiére fois, en utilisant un inhibiteur de Rho-kinase (Y27632) sur des arteres
mésentériques de rats®™. De plus, la mise au point d’une technique de mesure, plus sensible, de
I’état de phosphorylation des protéines a permis d’apporter de nombreuses informations sur la
sensibilité au Ca>" durant le TM>*>**°. Ainsi, la phosphorylation du site T855 de MYPT1 par Rho-
kinase a pu étre observée lors d’une augmentation de pression (10 a 60 mmHg) au niveau d’arteres
cérébrales et cela sans phosphorylation ni du site T697 ni de la CPI-17°"".

Cependant, les éléments en amont de ces voies de phosphorylation restent encore inconnus.
Il est fort probable que, lors d’une augmentation de pression, des protéines G spécifiques puissent

intervenir dans 1’activation de Rho-kinase et que des isoformes particuliers de la PKC

phosphorylent la CPI-17, si bien-siir cette derni¢re intervient dans le TM.

V.4- Le Tonus Myogénique dans les pathologies

Dans de nombreuses pathologies cardiovasculaires, la régulation du TM se voit modifiée
entrainant ainsi une hyper ou une hypocontractilité en réponse a la pression. Par exemple, durant
des chocs hémorragiques, une augmentation de [’expression des canaux BKc, et une
hypersensibilit¢ de ces canaux aux pics calciques provoquent une augmentation des influx
potassiques, conduisant & une vasodilatation et une hypotension®”. Alors que, dans le cas
d’hémorragies sous-arachnoidiennes, la diminution des flux sanguins cérébraux est induite par une

augmentation du TM. Cette modification résulte d’une diminution de I’ouverture des canaux Kc,

4
E36

sous I’effet d’une augmentation de la production de 20-HETE™", ainsi qu’a une sur-stimulation de

393

Rho-kinase induisant une augmentation de la sensibilité au Ca®" de I’appareil contractile’”. Dans

394

des pathologies telles que le diabéte®* et ’hypertension®”, les artéres cérébrales possédent un TM

plus élevé. Une élévation du TM est aussi visible lors d’une perte d’estrogénes chez des rates
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ovariectomisées®”°. Dans une pathologie telle que I’hypoxie pulmonaire, le TM est aussi plus élevé
que la normale suite & une augmentation de la sensibilité¢ de I’appareil contractile engendrée par une

suractivation de Rho-kinase™’.

= Le TM apparait donc (avec la dilatation en réponse au flux) comme un élément primordial dans
I’adaptation des artéres de résistance a une variation des paramétres hémodynamiques (flux et
pression). Il permet le maintien d'une perfusion fine des différents organes et tissus du corps.
Cependant, lorsque ces parametres hémodynamiques sont modifiés de fagon chronique, et que les
capacités vasoactives des petits vaisseaux sont impuissantes a rétablir un équilibre, un autre

mécanisme est mis en place : le remodelage vasculaire.

VI- Le remodelage vasculaire: une adaptation a long terme
a des variations hémodynamiques.

VI1.1- Généralités

Le remodelage vasculaire est un processus présent durant la croissance et le développement
des organes. Les cellules artérielles se différencient et s'associent pour former des vaisseaux de
longueur, de diamétre, de structure et de composition précis en relation avec leur localisation et leur
fonction. A I’age adulte, le remodelage vasculaire correspond a toute modification durable de la
taille et de la composition des vaisseaux leur permettant de s’adapter et/ou d’étre réparés. Le
remodelage physiologique est un mécanisme adaptatif sujet a un contrdle trés précis répondant aux
différents changements, a long terme, des conditions hémodynamiques. Cela implique la production
de médiateurs qui influencent la structure et la fonction du vaisseau. Selon le calibre des arteres, le
type, l'intensité et la durée de la contrainte exercée, le remodelage artériel qui en résulte est
différent.

L'adaptation structurale du vaisseau se traduit par une modification du diameétre interne et/ou
de I’épaisseur de paroi (Figure 25). Une diminution ou une augmentation du diametre artériel reflete
un remodelage respectivement dit constrictif ou expansif. Selon 1’épaisseur de la paroi, le
remodelage est défini comme hypotrophique (diminution), eutrophique (maintien) ou
hypertrophique (augmentation).

Selon le paramétre hémodynamique 1’engendrant, le remodelage vasculaire a été classé en

deux parties : le remodelage pression-dépendant et le remodelage débit-dépendant.
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VI1.2- Le remodelage dépendant de la pression

Les artéres répondent a une augmentation chronique de pression sanguine par un
remodelage permettant de supporter le changement de tension a long terme. Au niveau des cellules
vasculaires, de nombreux récepteurs sont stimulés par des stimuli mécaniques engendrant diverses
voies de signalisation, comme la cascade de MAPKinases et la voie TGF-o/NF-kB. Cette dernicre
voie semble jouer un role important dans le processus de transformation, induit par une pression
¢levée, comme [’activation de nombreuses protéases extracellulaires responsables de Ia
réorganisation de la matrice extracellulaire.

Ce remodelage est différent en fonction du type d’artére concerné. Dans le cas des artéres de
conductance, une augmentation de pression induit une hypertrophie pariétale, alors qu’au niveau
des artérioles elle induit un rétrécissement luminal. La vitesse de mise en place du remodelage varie
en fonction du vaisseau. Les gros troncs possédant peu de tonus vasomoteur, leur capacité¢ a
répondre rapidement a une augmentation de pression est donc limitée a leurs propriétés de rigidité.
En revanche, les artéres de résistance et artérioles recourent en premier lieu a la réponse
myogénique afin de normaliser le stress circonférentiel. Si le stimulus est maintenu et que tout ¢a ne
suffit pas, le remodelage vasculaire s'amorce. Cette différence de propriété des vaisseaux explique
que le remodelage survient plus précocement dans les artéres de conductance que dans les petites

artéres.

VI1.3- Le remodelage dépendant du débit

Les vaisseaux sanguins réagissent a des variations de débit par du remodelage et/ou de la
croissance, leur permettant ainsi de maintenir un shear stress constant’”". Le remodelage artériel
débit- ou flux-dépendant est impliqué dans les processus physiologiques, incluant la croissance des

9 . ! 401
3% T exercice physique*® et la grossesse™”".

vaisseaux sanguins durant le développement

Deux mécanismes différents interviennent dans ce type de remodelage : I’angiogénése et
I’artériogénése. L’angiogénése est un mécanisme d’expansion du réseau vasculaire via le
développement de nouveaux capillaires sur la base de capillaires préexistants L’artériogénése
consiste en 1’¢largissement et la mise en fonction d’artérioles collatérales déja existantes. Ce
mécanisme est principalement déclenché par une augmentation du débit sanguin alors que le
principal ¢élément déclencheur de 1’angiogénése est I’ischémie. Les facteurs de croissance
intervenant dans ces deux remodelages débit-dépendants stimulant la prolifération et la migration

cellulaires sont différents dans les 2 mécanismes. Dans 1’angiogénése, c’est le facteur de croissance

vasculaire endothélial (VEGF) qui intervient en stimulant la prolifération des cellules endothéliales,
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alors que dans I’artériogéneése il y a également une stimulation des CMLs par le bFGF, le PIGF et le

PDGF*®,

=> Cette capacité d’adaptation vasculaire tente a maintenir une perfusion normale des organes lors
de la modification du flux ou de la pression. Une perte de régulation de ce processus adaptatif
résulte du développement des principales maladies cardiovasculaires, telles que I’hypertension

403,404

artérielle, le diabéte, les maladies ischémiques et les tumeurs . Le remodelage vasculaire est

une cause importante du développement de I'Hypertension Artérielle Pulmonaire (HTAP).

VII- Le Sildenafil dans la réactivité vasculaire

VII.1- Généralités

Le Sildénafil (citrate de sildénafil) est une molécule dont le développement a commencé en
1986 et brevetée par les laboratoires Pfizer en 1996. 1l a été classé dans la catégorie des anti-
hypertenseurs et des vasodilatateurs périphériques, du fait de sa capacité a inhiber des enzymes
intervenant dans la contraction des CMLs des artéres et des veines de tout le corps (essentiellement
au niveau des corps caverneux) : les phosphodiestérases de type 5 (PDES). Il est clairement décrit
qu’une libération de monoxyde d’azote (NO) au niveau vasculaire provoque la relaxation des
CMLVs. Le NO a la propriété d’activer la guanylate cyclase (GC) induisant alors 1’hydrolyse du
GTP (Guanosine TriPhosphate) en GMPc (Guanosine Monophosphate cyclique) et I’activation de
ces cibles provoquant une vasodilatation. L’effet du GMPc est régulé par sa concentration et donc
par sa dégradation par les phosphodiestérases (PDEs). Le sildénafil n’influe que sur la PDES et n’a
pas d’effet sur la production de NO. Le but premier du sildénafil devait étre le traitement d’une
forme de maladie cardiaque qu’est I’angine de poitrine. Or, lors des études cliniques de phase I, les
chercheurs ont remarqué que 1'effet sur 'angine de poitrine n'était pas celui espéré. En revanche, un
des effets secondaires observés était que le sildénafil provoquait une érection’®. Il a donc été
commercialis¢ comme médicament dans le traitement de I’impuisance sexuelle (dysfonction
érectile) sous le nom de Viagra® et sous le nom de Revatio® dans le traitement de 1’hypertension
artérielle pulmonaire. Il a 1’avantage d’étre administré oralement, d’étre bien toléré, d’avoir peu
d’intéractions avec d’autres médicaments et surtout de ne pas nécessiter une surveillance élevée. Il
devenait donc une alternative intéressante dans le traitement de I’hypertension artérielle pulmonaire.

D’autres inhibiteurs de la PDES existent tels que le vardenafil (Levitra®) et le tadalafil
(Cialis®). Comme vous pouvez le voir (Figure 26), ces inhibiteurs possédent une structure

commune en double anneau contenant un nitrogéne hétérocycle. Cette structure mime la base purine
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du GMPc et leur permet ainsi d’interagir avec le méme cycle catalytique de la PDES que le
nucléotide cyclique. Cette compétition entre 1’inhibiteur et le GMPc entraine une diminution de la
dégradation du GMPc par la PDES. Il en découle une augmentation de la concentration en GMPc et
donc de ses effets (Figure 27). Cet effet inhibiteur est réversible et disparait lorsque la concentration

du médicament, ou de son métabolite actif, s'abaisse au dessous du seuil d'activité.

VII.2- Les phosphodiestérases (PDE)

VIIL.2.1- Généralités

La famille des PDEs est consituée de onze membres (PDE1-11) de localisation tissulaire, de
mécanismes de régulation et de sensibilité aux inhibiteurs différents. Ces PDEs ont ét¢ a de
nombreuses fois décrites comme ayant un rdle important dans la transduction du signal
intracellulaire, et comme étant impliquées dans de nombreux processus physiologiques tels que :
I’inflammation, la vasodilatation, I’agrégation et I’adhésion plaquettaire, la vision, 1’angiogenése,
I’érection et bien d’autres. Au niveau de I’extrémité C-terminale de ces onze PDEs se situe un
domaine catalytique d’environ 270 acides aminés. La région N-terminale des PDEs est impliquée
dans la fonction de régulation de ces enzymes. Cette région, spécifique a chaque famille, contient
les sites de liaison au complexe Ca®’/calmoduline et de liaison au GMPc et a I’AMPc (Adénosine
MonoPhosphate cyclique) ainsi que des sites phosphorylables. Pour finir cette région intervient

dans la localisation membranaire de la PDE.

VI11.2.2- Structure

La PDES est un homodimére composé d’une enzyme cytosolique formée de deux sous-unités
identiques de 99kDa. Chaque sous-unité est une protéine chimére formée d’un domaine catalytique,
en C-terminale, liant un métal, et d’un domaine régulateur a I’extrémité N-terminale. La PDES est
une enzyme zinc-dépendante. La PDES a été décrite comme présentant trois isoformes (PDESAT1 a
A3) au niveau des tissus humains et animaux avec une prédominance de 1’isoforme A2. Les
isoformes différent dans leur partie N-terminale, ce qui correspond a des régions différentes en 5°de
I’ARNm. PDESALI et A2 sont largement distribuées alors que PDESA3 est limitée au muscle lisse
du pénis, ’urétre, la prostate, la vessie et 1’aorte. Les iPDES se lient exclusivement au domaine

catalytique et non au domaine régulateur.

VII.2.3- Réle

La fonction des phosphodiestérases**®*"’

est d’hydroliser les liaisons phosphodiesters
(liaisons riches en énergie) reliant entre eux des atomes de phosphore constituant le groupement
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phosphate. Ainsi, elles inactivent I'AMPc et le GMPc. Cependant, la sélectivité pour I’un ou ’autre
de ces deux substrats varie selon I’enzyme. La PDES agit préférentiellement sur le GMPc alors que
les PDE1,2,3,4,7 et 8 hydrolysent principalement 'AMPc. La PDE6, présente dans la rétine, a
préférentiellement comme substrat le GMPc. Les PDE10 et les PDE11, quant a elles, agissent sur

les deux : 'AMPc et le GMPc.

VII.3- La Guanosine Monophosphate cvclique (GMPc¢)

Le GMP cyclique, découvert en 1971 par Hardman, résulte de 1’hydrolyse du GTP par la
guanylate cyclase soluble (GC)*****. 11 existe deux types de GC, 1’une particulaire, stimulée par les
peptides natriurétiques*'®, et 1’autre cytoplasmique, contenant un groupement prosthétique héme.

2 ] est ensuite

Cette forme soluble est activée par le NO*!! et le monoxyde de carbone (CO)
dégradé en GMP 5’ par des PDEs. La concentration intracellulaire, et par extension les effets
biologiques du GMPc, sont définis par 1’équilibre entre sa synthése et sa dégradation.

Le GMP cyclique est un second messager du NO, qui agit en tant qu’antagoniste de I'AMPc
sur l'activité des protéines kinases, il joue un role similaire mais pas identique a celui de I’AMPc*".
Le GMPc agit sur plusieurs cibles intracellulaires. Alors que la principale cible de ’AMPc est la
protéine kinase dépendante de I’AMPc (PKA), le GMPc possede différentes cibles intracellulaires.
Ce nucléotide cyclique active notamment la protéine kinase dépendante du GMPc (PKG), la PKA,
des canaux ioniques CNG et HCN, les PDE2, 5, 6, 10 et 11 et inhibe la PDE3***5 Son role est
particuliérement important dans la relaxation et le tonus du muscle lisse vasculaire*'®, la régulation

des flux aqueux intestinaux, et dans la signalisation rétinienne.

VI1.4- La protéine kinase dépendante du GMPc¢ (PKG)

La protéine kinase G est une Ser/Thr kinase, homologue de la protéine kinase A, mais activée
par le GMPc. Elle est située dans la fraction soluble du cytoplasme. Deux isoformes de la PKG sont
présents chez les mammiferes : la PKG de type I et celle de type II. La PKG de type I est formée de
deux sous-unités identiques de 78 kDa chacune*'’, comprenant chacune un site catalytique et deux
sites de fixation du GMPc. La PKG de type II est constituée d'un monomere de 86 kDa ; elle est
localisée jusqu’a présent uniquement au niveau des cellules épithéliales intestinales*'®, du cerveau
et des cartilages. La PKG de type I existe sous forme soluble dans de nombreux types cellulaires,
notamment dans la CMLVs, l'intestin, les plaquettes sanguines, le cervelet et les corps caverneux.
Elle provoque un relachement des fibres musculaires lisses (hypotension, ralentissement du transit
intestinal, ...) et inhibe I'aggrégation plaquettaire.

L’augmentation du taux de GMPc dans la CML est donc associée a une activation de la PKG
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qui va phosphoryler différentes protéines’'****. Dans ces cellules, la phosphorylation des protéines
cibles de la PKG telles que le phospholamban, provoque une perte d’affinité de celui-ci pour les
canaux SERCA qu’il inhibe a ’état déphosphorylé**'. Ainsi, il y a activation du repompage du Ca*"
dans le réticulum sarcoplasmique entrainant alors une diminution du Ca®" libre intracellulaire,

" La relaxation des CMLs sous l'effet d’agents induisant

induisant ainsi une relaxation’
'augmentation intracellulaire du GMPc est, au moins en partie, régulée par la PKG.

L’effet relaxant de cette kinase est associé a sa capacité a phosphoryler la petite protéine G
RhoA au niveau de la sérine 188. Cette phosphorylation entraine une inhibition de la translocation
de RhoA a la membrane, I’empéchant ainsi d’activer ses effecteurs participant a la sensibilisation au

Ca”" de I’appareil contractile et 4 I’organisation du cytosquelette d’actine'*>'*.
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Le Tonus Myogénique (TM) est un mécanisme aussi complexe qu’il est important dans la
régulation des débits sanguins locaux. Son induction fait intervenir différents éléments activant un
grand nombre de voies de signalisation encore mal connues. La place du TM dans le développement
de certaines pathologies telles que I’hypertension, le diabéte ou les myopathies fait de Iui une cible
intéressante pour d’éventuels traitements. Cependant, cibler un tel mécanisme nécessite une
identification précise de protagonistes moléculaires et de leur réle au cours du développement de

cette contraction.

Cette thése avait pour objectif principal d’approfondir nos connaissances sur les différents
intervenants impliqués dans le développement du TM. Comme nous 1’avons présenté
précédemment, les voies de signalisation et les mécanosenseurs intervenant dans le TM sont divers.
Un élément tel que Rho-kinase tient un réle important dans la réactivité vasculaire et plus
particuliérement dans le TM via son role dans la sensibilisation au Ca®" de 1’appareil contractile.
Nous nous sommes donc particuliérement intéress¢ a des éléments pouvant moduler ou étre

modulés par cette voie.

C’est dans cette optique que nous avons dans un premier travail étudié 1’activation de RhoA
et son interaction avec la cavéoline-1 dans le développement du TM. En effet, connaissant la
nécessité d’une translocation de RhoA a la membrane cellulaire pour son activation ainsi que le
place des cavéoles dans le controle de I’activité des enzymes membranaires, il était important de
déterminer une éventuelle interaction entre ces deux protagonistes ; tous deux impliqués dans le

TM.

Notre deuxiéme travail a porté sur I'implication de Notch3 dans la régulation du TM.
Sachant que 1’absence de ce récepteur engendre une altération de la structure et du cytosquelette des
CMLs spécifiquement au niveau des artéres de résistance, il était pertinent pour nous d’étudier

quelles conséquences une telle absence aurait sur la réactivité vasculaire.

La troisiéme partie a consisté en I’analyse de SRF dans la réactivité vasculaire des artéres de
résistance. La place de SRF en aval de la voie RhoA/Rho-kinase ainsi que son role dans la
régulation de I’expression de protéines du cytosquelette et de protéines contractiles faisait de Iui un

bon candidat dans la régulation de la réactivité microvasculaire.

A travers notre derniére étude, d’un intérét plus clinique, nous avons voulu mettre en
¢vidence 'influence qu’avait un traitement chronique avec un inhibiteur de la PDES tel que le

Sildénafil, inhibant 1’activité de RhoA, ainsi que son arrét, sur le TM.
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Résumé :

L’importance de la Rho-kinase dans le développement du tonus myogénique (TM) était un
fait établit uniquement par 1’utilisation in vitro de bloqueurs pharmacologiques de sélectivité
variable. Cependant I’induction de cette voie, et plus particuliérement la translocation de RhoA a la
membrane pour son activation lors d’une augmentation de pression, restait & démontrer, et surtout
constituerait une preuve plus formelle de son implication. La description des cavéoles, et plus
précisément de la cavéoline-1, comme un élément important dans la fonction vasculaire, nous a
amenés a réfléchir a ’existence et la nécessité¢ d’un lien entre la pression, 1’activation de RhoA et la

cavéoline-1.

Cette étude a été faite sur des artéres mésentériques de rats canulées entre deux
micropipettes dans un artériographe et soumises a des paliers de pression croissants (25, 75, 150
mmHg). L’utilisation d’inhibiteur de RhoA (TAT-C3) et de la Rho-kinase (Y27632) réduit
respectivement le TM de 90,5% et 91,8% a 150 mmHg. La destruction des cavéoles avec de la
méthyl-B-cyclodextrine inhibe de 66% le TM a 150 mmHg. Cette étude a été complétée par
I’utilisation d’un modéle de souris déficientes en Cav-1. Ces souris présentent une contraction en
réponse a une pression de 150 mmHg de 9.14+3.7 um alors qu’elle est de 32.3+£2.8 pum chez les
souris contréles. Pour finir, la colocalisation par microscopie confocale, ainsi que la co-
immunoprécipitation de Cav-1 et de RhoA a ces différentes pressions, montrent que la localisation
de RhoA a la membrane et son association avec Cav-1 augmente avec le développement du TM a

150 mmHg. Cet effet est inhibé par le TAT-C3 et ’Y27632.

En conclusion, I’activation de RhoA est une étape importante dans le développement du TM
nécessitant la translocation de cette protéine a la membrane ou elle interagit avec Cav-1 au niveau
des cavéoles. Ce complexe permet I’activation de Rho-kinase et la sensibilisation au Ca®" de

I’appareil contractile intervenant dans la contraction.
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Abstract

Objective: Myogenic tone, which has a major role in the regulation of local blood flow, refers to the ability of vascular smooth muscle to
adapt its contractility to changes in transmural pressure. Although Rho-kinase is involved in myogenic tone, the pathway involved remains
unclear, especially concerning translocation to the plasma membrane and activation of RhoA. As caveolae have a key role in the signal
transduction of membrane-bound proteins, we tested the hypothesis that RhoA might be activated by pressure and that its activation might
involve caveolin-1, which has been shown to be involved in vascular functions.

Methods: Myogenic tone was studied in isolated rat mesenteric resistance arteries (118415 um internal diameter with a pressure of
75 mmHg) submitted to pressure steps (25, 75, and 150 mmHg). Pharmacological blockade of caveolac or RhoA—Rho-kinase pathway was
assessed by confocal microscopy in pressurized arteries to analyze protein co-localization and by co-immunoprecipitation in order to confirm
protein interactions. Caveolin-1-deficient mice were used to confirm the role of the protein in myogenic tone.

Results: Pressure-induced myogenic tone was significantly reduced by RhoA inactivation with TAT-C3 (90.5% inhibition at 150 mmHg) and
by the Rho-kinase inhibitor Y27632 (91.8% inhibition at 150 mmHg). In arteries pressurized at 150 mmHg, RhoA was localized to the
plasma membrane (localization by confocal microscopy and increased quantity of RhoA in the membrane fraction after protein extraction).
Thus, translocation of RhoA to the plasma membrane was associated with pressure-induced tone. In addition, caveolae disruption with
methyl-B-cyclodextrin reduced myogenic tone by 66% at 150 mmHg. Further, myogenic tone was significantly reduced to 24% of control in
caveolin-1-deficient mice (active tone was 32.3+2.8 pm and 9.1£3.7 pm in +/+ and —/— mice, respectively, n=5 per group), suggesting a
key role of caveolin-1 in myogenic tone. Finally, RhoA and caveolin-1 co-immunoprecipitation and co-localization significantly increased
when myogenic tone developed at 150 mmHg (co-localization showed 26+ 13% merging at 25 mmHg versus 97+21% at 150 mmHg, n=5).
Co-immunoprecipitation was prevented by TAT-C3 and by methyl 3-cyclodextrin.

Conclusion: RhoA activation is critical for the development of myogenic tone in resistance arteries. This activation induced translocation of
RhoA to the plasma membrane within caveolae, where the interaction of RhoA with caveolin-1 leads selectively to the activation of a Rho-
kinase-dependent force development.
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1. Introduction

Myogenic tone (MT) refers to the ability of resistance
arteries vascular smooth muscle to alter its state of contrac-
tility in response to changes of transmural pressure; vessels
constrict in response to an increase in intravascular pres-
sure and dilate as a result of decreased pressure [1,2].
Myogenic tone is modified in most metabolic and car-
diovascular disorders although changes in myogenic tone
do not affect similarly all vascular beds. The mechanisms
involved in myogenic tone are not yet fully understood,
mainly because of the heterogeneity of the blood vessels
developing myogenic tone but also because of the size of
resistance arteries; myogenic being usually absent or very
low in arteries with internal diameter higher than 200 um
[1].

Myogenic tone requires membrane depolarization, open-
ing of voltage-operated calcium channels [3—5] and Ca®"
sensitization of the contractile apparatus contributes to MT
[6—8]. Rho-kinase inhibition attenuates MT through a
reduction in the contractile apparatus sensitivity to calcium
[8—13]. Similarly, we have shown the role of Rho-kinase in
MT in rabbit facial veins [14]. Like other members of the
Ras superfamily, RhoA regulates intracellular signalling
pathways by cycling between active, GTP-bound and inac-
tive, GDP-bound states. The hallmark of the Rho family is
their dual subcellular localization into membrane-associated
and soluble forms [15]. This reflects the presence of an
inactive cytosolic pool of the proteins bound to the Rho-
dissociation inhibitor (Rho-GDI) and of an active pool
located to the plasma membrane [16]. The mechanisms
governing the association of Rho proteins to membranes and
the activation of their effector molecules remain largely
unknown in a number of processes including contraction in
vascular smooth muscle.

Caveolae are abundant in vascular cells and content
caveolin [17,18]. They are important platforms for signal
transduction [1,17,19-21]. Several studies have suggested,
in cultured endothelial and smooth muscle cells, that RhoA
might be linked to caveolae-enriched membrane domains,
through interaction with caveolin-1 [22]. Indeed, caveolins
interact with a variety of signal-transducing molecules and
regulate their activity [19,23]. A short N-terminal cytoplas-
mic region of caveolin-1 called “scaffolding domain” is
critical for these regulatory interactions. In caveolin-1 defi-
cient mice calcium sparks frequency in cerebral arteries
smooth muscle cells is decreased, suggesting a lower MT in
these arteries. [24].

Thus, we hypothesized that pressure-induced MT, in
resistance arteries, might involve RhoA activation through
interaction with caveolae-associated proteins such as
caveolin-1. This interaction with proteins contained in
caveolaec might have a key role in the activation of Rho-
kinase and then in the calcium sensitization of the con-
tractile apparatus needed for the development of myogenic
tone.

2. Experimental procedures
2.1. Isolated mesenteric resistance arteries

Mesenteric resistance arteries from 12-week-old Wistar
rats were isolated and cannulated at both ends in a video
monitored perfusion system [25] (LSI, Burlington, VT)
as previously described [26,27]. Briefly, arteries were
bathed in a physiological salt solution. After stabilization
(30 min) at 75 mmHg, internal diameter changes were
measured when intraluminal pressure was increased from
25 to 150 mmHg. Pressure was then set at 75 mmHg, prior
to a second series of pressure steps, arteries were exposed
or not to TAT-C3 exoenzyme (7 pg/mL) for 2 hours,
Y27632 (10 uM) for 30 min or methyl B-cyclodextrin
(mpcd, 10 mM) for 2 hours. At the end of each experiment
arteries were bathed in a Ca”'-free physiological salt so-
lution containing EGTA (2 mM) plus sodium nitroprus-
side (10 uM) and pressure steps were repeated in order to
determine the arteries passive diameter [26,27]. MT was
quantified as the difference between active and passive
diameter [26,27]. Third order arteries were used for the
study of MT (118 internal diameter with a pressure of
75 mmHg). The investigation conforms with the Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals published by
the US National Institutes of Health (NIH Publication
No. 85-23, revised 1996).

In a separate series of experiments mesenteric arteries
(second order) were isolated from mice lacking the gene
encoding for caveolin-1 (gift from Pr. Balligand (Unit of
Pharmacology and Therapeutics UCL-FATH5349, Brussels,
Belgium). They were submitted to the protocol described
above for the measurement of MT.

The procedure followed in the care and euthanasia of the
study animals was in accordance with the European Commu-
nity standards on the care and use of laboratory animals
(authorization no. 00577).
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Fig. 1. Effect of cavaolae and RhoA—Rho-kinase alteration on myogenic
tone in rat mesenteric resistance arteries. Effect of methyl 3-cyclodextrin
(M, 10 mM), cholesterol-saturated metyl p-cyclodextrin (M +chol), TAT-C3
(TC, 7 pg/ml), or Y27632 (Y, 10 uM) on MT in third order mesenteric
resistance arteries submitted to an intraluminal pressure of 25, 75 and
150 mmHg. Data is expressed as difference between passive and active
diameter induced by pressure (active tone). Mean+sem is presented (n=>5
per group). ¥*P<0.05, versus control.
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Fig. 2. Translocation of RhoA from the cytosol to the plasma membrane and colocalization with caveolin-1 (CAV-1) in mesenteric resistance arteries developing
MT. Panel A shows an isolated artery cannulated between two glass pipettes and pressurized to 25, 75 or 150 mmHg. The internal diameter measured under
different pressure levels is shown as a typical recording in panel B. Translocation of RhoA from the cytosolic fraction to plasma membrane was measured in
segments of mesenteric resistance arteries under an intraluminal pressure of 25, 75 or 150 mmHg. Blots in panel C are representative of 4 experiments (15
pressurized arteries per experiment, n=4 rats). Panel D: quantification of the blots. *P<0.05, versus control (25 mmHg). In the same conditions, arteries
pressurized at 25 (panel E) or 150 mmHg (panel F) were fixed and analyzed with confocal microscopy. CAV-1 and RhoA were colocalized using 2 different
fluorescence intensities. Merging was quantified in the 2 conditions of pressure (n=35 arteries per condition, isolated from 5 rats, panel G). *P<0.05, 150 versus

25 mmHg.

2.2. Western blotting and immunoprecipitation experiments

Tissue extraction was performed as previously described
[28,29]: arterial segments were pressurized as described above
and after stabilization under a pressure of 25, 75 or 150 mmHg
arterial segments were quickly frozen. Arteries (5 per group)
were then pulverized in liquid nitrogen. The powders were
resuspended in lysis buffer [S00 mmol/L Tris-HCI pH 7.4,
20% sodium dodecyl sulfate, 100 mmol/L sodium orthovana-
date, and protease inhibitors (Boehringer Mannheim)].

In a separated series of experiments, a minimum of 15
small resistance arteries were used per group in order to

provide sufficient protein for reliable separation of cytosolic
and particulate fractions. Frozen vascular segments were
pulverized in liquid nitrogen. The powders were resus-
pended in ice-cold homogenization buffer of the following
composition [3% chaps, 1 mol/L NaCl, 20 mmol/L Tris pH
7.4, 1 mmol/L DTT and protease inhibitors (Boehringer
Mannheim)] and centrifuged at 100000 xg for 45 min at
4 °C (ultracentrifuge; Beckman). The supernatant was col-
lected and is referred to as the cytosolic fraction. Pellets were
resuspended, and the membrane proteins were extracted by
incubation in 20% sodium dodecyl sulfate lysis buffer
(described upper). The extract was centrifuged at 12000 xg
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Fig. 3. Panel A: Immunoblot showing association between RhoA and
caveolin-1 (Cav-1) at 25, 75 and 150 mmHg. Mesenteric arteries lysates
were immunoprecipated with anti-RhoA monoclonal antibody. Immuno-
precipitates (IP) were immunoblotted (IB) for Cav-1 (n=>5 rats per group,
15-20 pressurized arteries isolated per rat). Lysates of endothelial cells (EC)
were used as a positive control for Cav-1 expression. Results, expressed as
% of control (25 mmHg), reflect densitometric analysis. Mean+sem is
presented. ¥*P<0.05, 2-factor ANOVA, versus control (25 mmHg). Panel B
and C: Western blot showing Cav-1 and RhoA expression in lysates of
arteries submitted to 25, 75 and 150 mmHg (n= 4 rats per group and 15-20
segments of artery were pressurized per rat). Results, expressed as % of
control (25 mmHg), reflect densitometric analysis. Mean+sem is presented.
*P<0.05, 2-factor ANOVA, versus control (25 mmHg).

for 10 min at 15 °C. The supernatant was collected as the
membrane fraction.

For Western-blot analysis, primary antibodies against
RhoA (polyclonal, Santa Cruz) or Cav-1 (monoclonal,
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Transduction laboratories) were used. Staining with Ponceau
red or reprobing membranes with monoclonal anti-B-actin
antibody were used to normalize for loading variations.

For coimmunoprecipitation experiments and in order to
obtain undenaturated total caveolin to study protein—protein
interaction, nOctylglucoside lysis buffer [30] was employed.
Arteries lysates (75 pg, 15-20 arteries) were incubated
overnight at 4 °C with mAb RhoA at a final concentration of
5 pg/mL in immunoprecipitation (IP) buffer [30]. Anti-
mouse [gG-conjugated Agarose was added for 3 hours at
4 °C. After washes with IP buffer, the immunoprecipitates
were separated by electrophoresis and immunoblotted with
pAb Cav-la (Santa Cruz).

2.3. Immunohistochemistry and confocal microscopy

RhoA, actin and caveolin-1 were ascertained and loca-
lized by immunohistochemistry sampled after pressuriza-
tion (25 or 150 mmHg) using an arteriograph as described
above. After stabilization, arterial segments were fixed in a
4% buffered formaldehyde solution as previously described
[27]. Sections of arteries (7 um thick) were incubated with
primary RhoA goat antibodies (Santa Cruz, 1:200) and
primary caveolin-1 rabbit antibodies (Santa Cruz, 1:100).
Sections were then incubated with by the fluorescent
(FITC-bound) anti-goat secondary antibody (1:200) and
with fluorescent (texas-red-bound) anti-rabbit secondary
antibody (1:200). Fluorescence was visualized and quanti-
fied using confocal microscopy as previously described
[27]. In negative control experiments the primary anti-
bodies were omitted.

2.4. Drugs
Y27632 was purchased from Calbiochem (La Jolla,
USA); TAT-C3 exoenzyme was a kind gift of Pierre Pacaud

(U533, Nantes, France); all other reagents were purchased
from Sigma (St. Louis, USA).
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Fig. 4. Immunoblots showing association (co-immunoprecipitation) between RhoA and caveolin-1 (Cav-1) at 150 mmHg in presence or in absence (—) of mpcd
or TAT-C3. Immunoprecipitates (IP) were immunoblotted (IB) for Cav-1 (n=5 rats per group, 15-20 pressurized arteries isolated per rat). Co-
immunoprecipitation, representing Cav-1-RhoA interaction was quantified and is presented as a bargraph (right panel). *P<0.05, mpcd or TAT-C3 versus
control (—). Total expression of Caveolin-1 (Total Cav-1), RhoA (Total RhoA) and actin was also measured in resistance arteries submitted to a pressure of
150 mmHg in presence or in absence of mpcd or TAT-C3 (n=3 per group, one representative blot is shown for each condition).
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2.5. Statistical analysis

Results are expressed as mean+SEM. Differences be-
tween means were evaluated by 1-way ANOVA or two-
tailed Student’s paired #-test. P values <0.05 were considered
to be significant.

3. Results

3.1. RhoA—Rho-kinase pathway is involved in the
development of myogenic tone

Third order mesenteric resistance arteries (118+15 pum
internal diameter with a pressure of 75 mmHg) developed
MT in response to pressure (Figs. 1 and 2). Their treatment
with the RhoA inhibitor, TAT-C3, or the Rho-kinase inhi-
bitor, Y27632 strongly reduced MT at 75 and 150 mmHg
(Fig. 1). At 150 mmHg, TAT-C3 and Y27632 inhibited MT
by 95 and 92%, respectively.

3.2. Pressure-induced myogenic tone requires RhoA
translocation

Fig. 2 shows an isolated mesenteric resistance artery (A)
and a typical recording illustrating the effect of pressure on
internal diameter (B). Panel C shows the expression of RhoA
in the cytosolic and membrane fractions after extraction of the
proteins in pressurized arteries. Quantification of the
repartition of RhoA between the cytosolic and membrane
fractions is shown in the bargraph (panel D). In the same
conditions of pressure confocal microscopy was performed in
order to visualize RhoA in the cytosol and at the level of the
membrane (Fig. 2E and F). RhoA density was higher at the
level of the plasma membrane when pressure was 150 mmHg
than under a pressure of 25 mmHg (Fig. 2E and F).

3.3. Role of RhoA—Cav-1 complexes in pressure-induced
myogenic tone

In order investigate the hypothesis that pressure-induced
MT might involves caveolae we demonstrated that methyl [3-
cyclodextrin (mPcd), a caveolar structure disruptor, signif-
icantly decreased MT by 80% at 75 mmHg and by 94% at
150 mmHg (Fig. 1). In the reverse experiments (treatment of
mesenteric arteries with cholesterol in addition of mpcd),
MT was preserved (Fig. 1).

Confocal microscopy (Fig. 2E—G) showed an increased
colocalization of RhoA with caveolin-1 at the level of the
plasma membrane when pressure was 150 mmHg than under
a pressure of 25 mmHg with a merging of 25+ 12 (arbitrary
units) at 25 mmHg versus a merging of 93+17% at
150 mmHg (n=5, Fig. 2G).

Immunoprecipitation experiments demonstrated that pres-
sure-induced MT was associated with a significant increase in
the amount Cav-1-RhoA complexes (221 at 150 mmHg and
132% at 75 mmHg, as compared 25 mmHg, 100%, Fig. 3A).

Total RhoA and Cav-1 protein expression was not signifi-
cantly affected in the different conditions of pressure (Fig. 3B
and C).

3.4. TAT-C3 and cholesterol depletion prevents RhoA—Cav-1
interaction

Both RhoA and Cav-1 protein expression were similar in
arteries submitted or not to TAT-C3 exoenzyme treatment,
which inactivates RhoA by ADP ribosylation. However,
TAT-C3 incubation induced a marked and significant
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Fig. 5. Myogenic tone in mesenteric resistance arteries isolated from mice
lacking the gene encoding for caveolin-1. Panel A: Myogenic tone was
determined in third order mesenteric resistance arteries submitted to an
intraluminal pressure of 25, 75 and 150 mmHg. Arteries-were isolated from
caveolin-1 deficient mice (—/—) and their littermate control (+/+). The effect
of methyl B-cyclodextrin (10 mM, panel B) and Y27632 (10 pM, panel C)
on MT in third order mesenteric resistance arteries submitted to an
intraluminal pressure of 25, 75 and 150 mmHg was determined in —/— and
+/+ mice. Data is expressed as difference between passive and active diameter.
Mean=+sem is presented (n=35 per group). *P<0.05, —/— versus +/+ mice.
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decrease in the physical association between these two
proteins at 150 mmHg, as compared to control condition
(Fig. 4).

Although protein expression for both RhoA and Cav-1
was unchanged whatever the experimental conditions, mpcd
treatment also significantly reduced pressure-induced in-
crease in RhoA and Cav-1 co-immunoprecipitation (Fig. 4).

3.5. Myogenic tone in mice lacking caveolin-1

Second order mesenteric resistance arteries (106+8 um
internal diameter with a pressure of 75 mmHg) developed
MT in response to pressure in +/+ mice whereas in —/— mice
MT remained low (Fig. 5A). Indeed, MT in —/— mice repre-
sented 24% of MT in +/+ mice (calculated from the data shown
in Fig. 5A at 150 mmHg for MT: active tone was 32.3+2.8 um
and 9.1£3.7 um in +/+ and —/— mice, respectively).

In mice mesenteric arteries treated with the mpcd MT at
75 and 150 mmHg was significantly reduced (Fig. 5B). The
inhibitory effect of mpcd was significantly less important
in —/— than in +/+ mice (Fig. 5B).

Similarly, the treatment of mice mesenteric arteries with the
Rho-kinase inhibitor, Y27632 strongly reduced MT at 75 and
150 mmHg (Fig. 5C). The inhibitory effect of Y27632 was
significantly less important in —/— than in +/+ mice (Fig. 5C).

4. Discussion

The present study demonstrates that pressure-induced
myogenic tone involves the activation of RhoA through its
translocation to the plasma membrane and its association to
caveolin-1. Indeed, activation of RhoA through its associa-
tion with caveolin-1 represents a new step in the under-
standing of MT.

We found that methyl R-cyclodextrin (mpcd) reduced
significantly MT. This effect was due to cholesterol extraction
from the plasma membrane, because cholesterol-saturated
mpcd did not modify MT. This finding is consistent with
previous works demonstrating that cholesterol depletion
impaired contraction induced by agonists such as 5-hydroxy-
tryptamine, vasopressin, and endothelin in the rat tail artery
[31,32]. We also found that MT was strongly attenuated in
caveolin-1 deficient mice. This is in agreement with a previous
study showing, in cerebral arteries isolated from caveolin-1
deficient mice, that calcium sparks frequency (important for
the development of MT) is decreased. [24]. Indeed, a large
body of evidence suggests that cholesterol depletion affects
signaling mechanisms located in caveolae including calcium
sparks [31,33,34]. The possibility remains that the reduction in
MT is linked, at least in part, to alter membrane fluidity and
particularly liquid-ordered state normally present in either rafts
or caveolae. Indeed, removal of cholesterol from the plasma
membrane could increase wall stiffness and alter mechanical
forces acting on resident proteins. However, it has been shown
that cholesterol depletion only minimally affects myofilaments
and force transmission [33].

We also found that both RhoA inactivation (TAT-C3) and
Rho-kinase inhibition (Y27632) inhibited MT. This is con-
sistent with previous studies showing that Y27632 attenuates
MT due to reduction in calcium sensitivity of the contractile
apparatus [8,13,14]. Rho-kinase inhibition strongly inhibits
MT in the rabbit facial vein [13] and in the rat mesenteric
artery [8], whereas Y27632 partly reduces MT in the rat-tail
artery [14]. The use of TAT-C3 further supports the impor-
tance of this pathway in MT. The C3 enzyme selectively
catalyzes the ADP-ribosylation, and consequent inactivation,
of RhoA. Thus, this experiment provides an earlier event in
the cascade between pressure and contraction (MT).

A main finding of the present study is that MT was associated
with the translocation of RhoA from the cytosol to the plasma
membrane and with its association to caveolin-1. Although
several studies have demonstrated, in cultured endothelial and
smooth muscle cells, the association of RhoA with caveolae-
enriched membrane domains [22,23], the potential involvement
of such an interaction in mediating Rho activation and a
contraction, was not addressed. Our results demonstrated that
1) RhoA and caveolin-1 interact in response to pressure;
2) mpPcd attenuated MT and prevented the interaction between
RhoA and caveolin-1, 3) caveolin-1 deficiency strongly
impaired MT and 4) TAT-C3, inhibited MT, the translocation
of RhoA to the membrane and its association with caveolin-1.
Thus, our results suggest that the translocation of RhoA within
caveolae is necessary for the transduction of pressure into MT.
This is consistent with previous studies showing that peptide
blocking caveolin-1 scaffolding domain (CSD) inhibits agonist-
induced RhoA translocation [23] and reduces the contractility of
the ferret aorta [35].

Although caveolin-1 is generally described as a negative
regulator of molecules functions [20,36-38], our study
suggested that caveolin-1 may regulate in a positive manner
RhoA activation. To confirm this hypothesis, we evaluated
the link between RhoA activation and its association with
caveolin-1 using the RhoA inhibitor TAT-C3. Treatment of
mesenteric resistance arteries with TAT-C3 inhibited both
MT and the formation of a complex between caveolin-1 and
RhoA. Hence, the present study strongly suggests that trans-
location of RhoA to caveolae and that its association with
caveolin-1 may facilitate the subsequent activation of Rho-
kinase. This is supported by recent studies demonstrating
that the sites of monoglycosylation and ADP ribosylation of
RhoA, which inhibit calcium sensitization and/or RhoA
translocation, are both contained within the putative cave-
olin-binding motif of RhoA [23,39].

As described in review articles [1,40], the rise in pressure
initiating myogenic tone in resistance arteries is though to
activate rapid cell architecture distension and the opening
of stretch-activated cationic channels. This is followed
by membrane depolarization and opening of voltage-gated
Ca2+ channels [3]. In addition, other pathways are activated
leading to sensitization of the contractile apparatus to cal-
cium and cytoskeletal rearrangements [41]. This process
most certainly involves integrins as recently shown [42].
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Indeed, integrins are an important link between the extra-
cellular and intracellular environments allowing transmission
of inside-out and outside-in signals. Our study further
supports the hypothesis that activation of integrins and
focal-adhesion kinase in caveolin-1 rich domains may then
participate in the Rho-kinase dependent sensitization of
the contractile apparatus to calcium [7-9]. Nevertheless,
the sequence is still lacking several components. We can
speculate that after stimulation by pressure, integrins and
focal-adhesion kinase activate tyrosine kinases. Indeed,
several kinases have been shown to be involved in the
development of myogenic tone [12]: PKC (6), PLC [43] and
the p38-MAP kinase [14]. These kinases, in addition to the
initial rise in intracellular calcium concentration [44], might
play a role in the activation of RhoA as shown in contraction
induced by agonists such angiotension II [45]. RhoA
activation is associated with its translocation to the plasma
membrane [45] and, as shown in the present study, linked to
caveolin-1 in order to subsequently activate the Rho-kinase
pathway. Finally, the integrin-dependent activation of kinases
is certainly followed by the activation of Rho guanine ex-
change factors or Rho GEFs [46]. The Rho GEFs constitute
a large family comprising ~70 members in humans, that
activate Rho proteins by promoting the release of GDP and
then facilitating the binding of GTP [47]. Although RhoA
GEFs are involved in angiotensin II-dependent stimulation of
RhoA in vascular smooth muscle cells (46), little is known
regarding GEFs expression and activity in arteries. Thus,
future experiments will have to determine the identity of GEF
(s) involved in pressure-induced RhoA activation leading to
myogenic tone in resistance arteries.

In summary, we demonstrated that MT required translo-
cation of RhoA in caveolae and its activation mediated by the
association of RhoA with caveolin-1. Our study provides
important mechanical basis by which caveolin-1 can regulate
the integration of extracellular contractile stimuli and the
downstream intracellular effectors in smooth muscle. The
mechanism described provides new target for investigating
the role of MT in cardiovascular diseases. Indeed, MT is a
key element in the control of resistance arteries tone, mainly
through its interaction with other vasoactive systems; the
sympathetic system being the most important one.
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RESULTATS
Résumé :

La structure des artéres de résistance, et plus particulierement 1’intégrité de leur média, est
sous la dépendance de Notch3. Chez I’homme, la mutation de ce récepteur se traduit par le
développement de la maladie CADASIL. Les travaux de 1’équipe du Dr Joutel ont permis de
déterminer que 1’'une des conséquences de cette maladie est une dégénérescence progressive de la
structure des petites artéres cérébrales provoquant des accidents ischémiques cérébraux, une
paralysie pseudobulbaire et de multiples infarctus sous-corticaux. Chez la souris, la délétion de
Notch3 affecte spécifiquement la structure des artéres cérébrales et caudales. Cette inhibition de la
maturation post-natale induit une malformation des cellules musculaires lisses vasculaires et une
désorganisation de la média. Les artéres de conductance, exprimant également Notch3, ne sont pas

affectées par la délétion de ce récepteur.

Notre étude avait pour objectif d’analyser le role de Notch3 dans le contrdle de la réactivité
d’artéres de résistance et de conductance. Nous avions émis I’hypothése selon laquelle les
altérations structurales des artéres de résistance auraient un impact sur leur réactivité, et

principalement sur leur réponse aux forces de pression et de flux.

Nous nous sommes donc intéressés a la réactivité pharmacologique ainsi qu’a la mécano-
sensibilité¢ d’une artére de conductance (carotide) et d’artéres de résistance (caudales et cérébrales)
d’un modele de souris Knock-out pour Notch3. Le montage de ces arteres en artériographie nous a
permis d’observer une réduction du TM ainsi qu’une augmentation de la dilatation flux-dépendante
au niveau des artéres de résistance uniquement. Le diametre passif, la compliance, ainsi que la
réactivité pharmacologique contractile (KCI, Phényléphrine, Angiotensine II, Thromboxane A2) et
dilatatrice (Acétylcholine et Nitroprussiate de sodium) des artéres de résistance ou de conductance,
ne furent pas affectés par la délétion de Notch3. Une diminution de 1’effet inhibiteur du Y27632
(inhibiteur de la Rho-Kinase) sur le TM, ainsi qu’une diminution de 1’activité de RhoA et de la
phosphorylation de la chaine légére de la myosine, ont été mesurées sur des artéres caudales de
souris Notch3 KO pressurisées. Cela a permis de déterminer que cette modification de la mécano-
sensibilité¢ était engendrée par une réduction de I’activité de la voie de signalisation RhoA/Rho-

Kinase au niveau des artéres de résistance.

Les résultats obtenus au cours de cette étude nous ont donc permis d’identifier Notch3
comme un nouvel effecteur de la voie de signalisation du TM par la modulation de la voie

RhoA/Rho-kinase au niveau des artéres de résistance (caudales et cérébrales uniquement).
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Notch3 Is a Major Regulator of Vascular Tone in Cerebral
and Tail Resistance Arteries

E.J. Belin de Chantemele, K. Retailleau, F. Pinaud, E. Vessieres, A. Bocquet, A.L. Guihot, B. Lemaire,
V. Domenga, C. Baufreton, L. Loufrani, A. Joutel, D. Henrion

Objective—Notch3, a member of the evolutionary conserved Notch receptor family, is primarily expressed in vascular
smooth muscle cells. Genetic studies in human and mice revealed a critical role for Notch3 in the structural integrity
of distal resistance arteries by regulating arterial differentiation and postnatal maturation.

Methods and Results—We investigated the role of Notch3 in vascular tone in small resistance vessels (tail and cerebral
arteries) and large (carotid) arteries isolated from Notch3-deficient mice using arteriography. Passive diameter and
compliance were unaltered in mutant arteries. Similarly, contractions to phenylephrine, KCl, angiotensin II, and
thromboxane A2 as well as dilation to acetylcholine or sodium nitroprusside were unaffected. However, Notch3
deficiency induced a dramatic reduction in pressure-induced myogenic tone associated with a higher flow (shear
stress)-mediated dilation in tail and cerebral resistance arteries only. Furthermore, RhoA activity and myosin light chain
phosphorylation, measured in pressurized tail arteries, were significantly reduced in Notch3KO mice. Additionally,
myogenic tone inhibition by the Rho kinase inhibitor Y27632 was attenuated in mutant tail arteries.

Conclusions—Notch3 plays an important role in the control of vascular mechano-transduction, by modulating the
RhoA/Rho kinase pathway, with opposite effects on myogenic tone and flow-mediated dilation in the resistance
circulation. (Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2008;28:2216-2224.)

Key Words: resistance arteries m myogenic tone m Notch receptors m flow-mediated dilation
m local blood flow regulation

Arteries are specified into different calibers and types of
vessels to perform different functions. Schematically,
the major arteries of the trunk are elastic arteries of large
diameter and low resistance. Elastic conduit arteries absorb
the hemodynamic stress of cardiac systole and release this
energy in the form of sustained blood pressure during
diastole. Conversely, distal arteries are muscular arteries of
small diameter and high resistance that are critically involved
in local regulation of blood flow. Resistance arteries possess
a constant basal tone which is tightly regulated by two
mechanical stimuli, ie, flow and pressure; basal tone provides
the background tone on which other vasoactive systems may
act synergistically.'-> Flow produces shear stress and triggers
dilation, which depends in part on the production of nitric
oxide and vasodilator agents, by the endothelial cells.!*3
Mechano-transduction of shear stress involves the extracel-
lular matrix and cell structure proteins.®-8 Pressure-induced
(myogenic) contraction is an inherent property of smooth
muscle cells. However the robustness and nature of the
response vary significantly with vascular bed and vessel

caliber.’2 The cellular structures and signaling pathways
involved in the mechano-transduction of pressure into con-
striction have not been completely elucidated. Signaling
mechanisms require calcium entry as well as calcium-
sensitization of the contractile apparatus. Several lines of
investigation implicate actin polymerization in myogenic
tone.” Furthermore, the RhoA—Rho kinase signaling pathway
is a key regulator of the calcium sensitivity and dynamic
remodeling of the actin cytoskeleton,'® and we have recently
shown that RhoA activation is essential for the development
of myogenic tone.!!-12

The Notch signaling pathway is an evolutionarily con-
served intercellular signaling mechanism that plays a central
role during vascular development and physiology in verte-
brates.!'*> The Notch family receptors comprise 4 highly
conserved members in human and rodents (Notchl to
Notch4). Among these, Notch3 is primarily expressed in
vascular smooth muscle cells,'* and, recent genetic studies in
human and mice have highlighted an important role for this
receptor in the development and homeostasis of distal arter-
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Figure 1. Passive diameter (A) and cross-sectional compliances (B) of carotid and tail caudal arteries from wild-type (WT) and
Notch3™'~ (KO) mice (mean=SEM, n=12 WT and 9 KO); NS, KO vs WT.

ies.!5 In human, mutations of NOTCH3 cause CADASIL, an
autosomal dominant vascular dementia. Neurological symp-
toms arise because of a slowly progressive small-artery
disease, characterized by progressive degeneration of smooth
muscle cells of small brain arteries.'® In the mouse, targeted
deletion of the Notch3 gene does not affect viability nor
fertility, but results in structural defects of distal arteries,
particularly in the brain and the tail. Specifically, in the
absence of Notch3, smooth muscle cells of distal arteries
exhibit an abnormal shape and cytoskeleton because of an
impaired arterial differentiation and postnatal maturation. It is
noteworthy that major elastic arteries of the trunk appeared
preserved at least at the histological level.!7-18

In this study we investigated the role of Notch3 in the
function of small (resistance) and large (compliance) arteries.
We examined the mechanical properties and vascular reac-
tivity to vasoactive agents or mechanical stimuli of arteries
from wild-type and Notch3-null mice. We assessed the tail
caudal artery and the middle cerebral artery, as distal resis-
tance vessels, and the common carotid artery, a compliance
elastic artery with minimum role in arterial resistance. Con-
sistent with our prior observation that elastic artery did not
exhibit structural alteration, we found that the mechanical
properties and vascular reactivity of mutant carotid arteries
were preserved. Importantly, we found that in the tail caudal
and middle cerebral arteries, absence of Notch3 selectively

impaired the response to pressure and flow. Furthermore,
RhoA activity and myosin light chain phosphorylation were
reduced in pressurized mutant tail arteries, and myogenic tone
inhibition elicited by the Rho kinase inhibitor Y-27632 was
significantly attenuated in mutant tail arteries. Together these
data support a specific role for Notch3 in the mechano-
transduction of pressure and flow in the distal resistance
arteries through a RhoA/Rho kinase pathway.

Materials and Methods

Notch3™"~ mice (KO) and their wild-type littermates (WT) were
obtained by crossing Notch3 heterozygous mice. Adult male mice
(n=25 per group) were anesthetized for blood pressure measure-
ment!'® and then killed by CO, inhalation. Common carotid, mesen-
teric, middle cerebral, and tail caudal arteries were collected.
Histology was performed as previously described.!”

Pharmacological study was performed on 2-mm-long arterial
segments mounted on a wire-myograph.2° Contraction to Phenyleph-
rine (PE), thromboxane A, mimetic (U46619)?' angiotensin II
(Angll), and calcium was tested.?> Concentration-dependent relax-
ation in response to Acetylcholine (ACh) was performed with or
without NO synthase blockade (L-NAME), or cyclooxygenase
blockade (indomethacin).2?

Pressure (myogenic) and flow-dependent tone was determined in
isolated arteries cannulated in a video monitored perfusion system.?*

For Western blotting arterial segments were dissected and snap-
frozen in liquid nitrogen (LN,). Samples were analyzed for eNOS,
p-eNOS, caveolin-1, aV-integrin and 33-integrin, RhoA, P38, pP38,
P42, pP42, P44, pP44, FAK, pFAK, MLC, and pMLC. Preliminary
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Figure 2. Contraction induced by phenylephrine (A) and calcium
(B) and vasodilation induced by acetylcholine (C) in the pres-
ence of L-NAME (LN) or L-NAME plus indomethacin (LN+INDO)

in tail arteries from wild-type (WT) and Notch3™~/~ (KO) mice
(mean+=SEM, n=12 WT and 9 KO). NS, KO vs WT.

immunoblot analysis showed that comparable results were obtained
using freshly isolated arteries as compared to pressurized
(75 mm Hg) arterial segments (supplemental Figure I, available
online at http://atvb.ahajournals.org). RhoA activation was assessed
as previously described?’ using a Rho-GTP pull-down assay Kkit.

Statistical Analysis

Results were expressed as means*SE. Significance of the differ-
ences between groups was determined by analysis of variance
(ANOVA for consecutive measurements for pressure-diameter
curves) or 1-way ANOVA followed by Bonferroni or paired ¢ test.
probability values less than 0.05 were considered to be significant.

Results

Structural and Mechanical Properties of

KO Arteries

High-resolution optic microscopy showed structural defects
of the mutant caudal artery and middle cerebral artery with
thinning and disorganization of the tunica media as previ-
ously reported.!” By contrast, carotid artery of Notch3-null
mice appeared indistinguishable from the one of WT mice
(supplemental Figure II). To determine the effect of absence

December 2008

Table. Pharmacological Profile of Notch3-Deficient (KO) and
Wild-Type (WT) Mice Arteries

Tail Artery Carotid Artery
WT KO WT KO Units

Phenylephrine

Emax 76+x10 72x09 3.2+04 36*04 mN

EC50 323+78 358+65  45+8 377 nmol/L
Angiotensin Il

Emax 25+03 24+04 1.8*+03 1.6=*04 mN

EC50 3.8+0.7 5.1%+08 39=6 35+6 nmol/L
U 46619

Emax 6.3+1.0 56*+0.8 48*+0.3 52*+0.5 mN

EC50 5211 64+15  79*x15  86+17 nmol/L
SNP

Imax 98+2 96+3 98+3 95+4 % dilation

IC50 32+7 34+6 25+6 19+5 nmol/L

Contraction to phenylephrine, serotonin (5HT), angiotensin Il, and U46619 as well
as dilation to sodium nitroprusside (SNP) were obtained in tail and carotid arteries.
ECs, and ICs, represent the concentration necessary to reach 50% of the
maximal effect; E. and |.x give the maximal effect of the drug (n=12 per group).
NS, KO vs WT.

of Notch3 on the passive properties of the vascular wall, arteries
were submitted to stepwise increase in intraluminal pressure.
Passive arterial diameter (Figure 1A; supplemental Figure VI)
and arterial cross sectional compliance (Figure 1B and data not
shown) were not significantly different in KO and WT mice.

KCl and Receptor-Dependent Contractions

The contraction induced by KCI (80 mmol/L) was not
significantly affected by the absence of Notch3 in carotid, tail
caudal, and middle cerebral arteries (supplemental Figures III
and VI). PE, Ang II, and U46619 produced a concentration-
dependent contraction in carotid and tail caudal arteries.
Importantly, contractile responses to these agonists were not
significantly different between WT and KO mice (Figure 2A,
and Table; supplemental Figures III and VI). Moreover, the
Ca’" dose-response curves in WT and mutant arteries were
comparable (Figure 2B). Endothelium-dependent and -ind-
ependent dilation.

Absence of Notch3 did not significantly affect ACh-
induced dilation in carotid, tail, and middle cerebral arteries
(Figure 2C; supplemental Figures IV and VI). Inhibition of
NO synthase by L-NAME decreased ACh-induced dilation in
carotid and tail caudal arteries with the same potency in WT
and KO mice in tail (Figure 2C) and carotid arteries (data not
shown). Indomethacin did not significantly reduce ACh-
induced dilation when added after L-NAME in WT and KO
tail (Figure 2C) and carotid arteries (data not shown). Endo-
thelium-independent relaxation (SNP) was similar in KO and
WT mice (Table and data not shown).

Vascular Mechano-Transduction of Flow (Shear
Stress) and Pressure

Myogenic tone was significantly decreased by 68% and 75%
(measured from the decrease in diameter induced by a
pressure of 75 mm Hg) in tail and cerebral arteries, respec-
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Figure 3. Response of carotid (A), tail (B), and middle cerebral arteries (C) from wild-type (WT) and Notch3™~'~ (KO) to stepwise increase
in intraluminal pressure (Myogenic tone, right panel) or in intraluminal flow (flow-mediated dilation, left panel) (mean=SEM, n=12 WT

and 9 KO). *P<0.01, KO vs WT.

tively, from KO mice compared to WT animals. By contrast,
pressure-induced contraction was not significantly different
in KO and WT mice in carotid arteries (Figure 3, right panel).

Flow mediated dilation (FMD) was significantly higher in
mutant tail and cerebral arteries (43% and 30% increase in
FMD for a flow rate of 100 wL/min) as compared with WT
arteries. FMD of WT and mutant carotid arteries were
comparable (Figure 3, left panel). The precontraction level
before FMD was similar in WT and KO mice (supplemental
Figure V).

Biochemical Analysis
To investigate the mechanisms by which absence of Notch3
affects mechanotransduction, we assessed the expression

level and activation (phosphorylation) of proteins possibly
involved in myogenic tone (pP38, P38, pP42, P42, pP44,
P44, MLC, pMLC),2%!! in FMD (peNOs, eNOs, Cav-1)!
or in both (FAKs, pFAKSs, aV-integrin and 3-integrin)!-
in tail arteries. No difference in protein expression level
between WT and mutant mice was found at the exception
of pMLC, which was significantly decreased in mutant
arteries (Figure 4).

To further analyze the mechanism involved in the decrease
in myogenic tone, we examined the expression level and
activity of RhoA. As shown in Figure 5 (A and B), Notch3-
null mice exhibited a significant 46% reduction of RhoA
activity, whereas RhoA protein level was unaltered as com-
pared with wild-type mice.
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Figure 4. Expression level of the MAP kinase P38, P42, P44, FAK, alphaV integrin (aV), beta 3 integrin (83), myosin light chains (MLC),
eNOS, and caveolin-1 (cav-1) in tail caudal arteries from wild-type (WT) and Notch3~'~ (KO) mice. The level of phosphorylated proteins
was determined as well (p-P38, p-P42, p-P44, p-FAK, p-MLC, and p-eNOS). Shown on the right are representative immunoblots

(mean+=SEM, n=6 per group). *P<0.05, KO vs WT.

Effect of Rho-Kinase Inhibition

To confirm the involvement of the RhoA/Rho kinase pathway
in the mechano-transduction defect observed in Notch3-null
mice, we measured the relaxation induced by stepwise
increase in the concentration of the Rho kinase inhibitor
Y-27632. Myogenic tone was concentration-dependently in-
hibited by Y-27632. In control mice, complete inhibition was
achieved with 10 wmol/L Y-27632 whereas in Notch3 defi-
cient mice inhibition reaches only a maximum of 49% at the
same dose (Figure 5C). We further assessed the relaxation
induced by the Rho kinase inhibitor in tail arterial segments
preconstricted with KCl (60 mmol/L), PE (0.3 wmol/L), or
calcium (0.5 mmol/L). Remarkably, dose-response curves
were not significantly different between WT and KO arterial
segments (Figure 5D and SE).

Discussion

Notch3, a Key Regulator of Vascular Tone in
Small Arteries

Recently, we demonstrated that Notch3 is critically required
for the structural integrity of small distal arteries whereas it
appears dispensable for the structural integrity of large
conductance arteries.'” In this study, we provide the first
insight into how Notch3 influences function of the arterial
system. Consistent with the notion that Notch3 is dispensable
for structural integrity of elastic arteries, we found that the
mechanical properties and pharmacological profiles of ca-
rotid arteries were unaffected in mice completely lacking
Notch3. Importantly, we found a significant decrease in
myogenic tone and an enhanced flow-mediated dilation in
isolated cerebral and tail caudal arteries. These alterations are
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Figure 5. Quantification of RhoA expression level by Western blot (A) and RhoA activity by pull-down assay (B) in tail and carotid arter-
ies. The inhibitory effect of the Rho-kinase inhibitor Y27632 (0.01 to 10 umol/L) was assessed on myogenic tone (C), phenylephrine-
(D), KCI (inset in D) as well as on calcium-indu-ced constriction (E) in the tail caudal artery (mean+=SEM, n=6 per group). *P<0.01, KO

vs WT.

unlikely to arise from a global dysfunction of vascular cells
because both contraction and relaxation to pharmacological
agents were unaffected. Hence, the results indicate that
Notch3 deficiency selectively impairs the function of small
arteries and suggest a specific role for Notch3 in the trans-
duction of tensile and shear stress. We reported previously
that in the absence of Notch3 smooth muscle cells of distal
arteries lack molecular markers of arterial smooth muscle
cells and exhibit histological features of venous cells.!”
Myogenic tone is an inherent property of arterial smooth
muscle cells. Thus the present findings indicate that in the
absence of Notch3 smooth muscle cells of distal arteries lack
an arterial phenotype also at the functional level and further

support the concept that Notch3 is a key regulator of the
arterial phenotype of smooth muscle cells.

The ability of small resistance arteries to develop myo-
genic tone is an important determinant of regional blood flow
autoregulation as well as blood pressure.2%27 Our prior
observation of strongly compromised autoregulation of cere-
bral blood flow in Notch3-null mice is consistent with the
present finding of an impaired myogenic response in these
mice. However, it is remarkable that basal blood pressure is
normal in Notch3-null mice (supplemental Results).!” Al-
though activation of cardiac or neurohumoral compensatory
mechanisms in Notch3-null mice might solve this paradox,
structural and functional analysis of additional resistance



2222 Arterioscler Thromb Vasc Biol

arteries from Notch3™'~ mice suggests an alternative expla-
nation. Specifically, high-resolution optic microscopy and
electron microscopy of mesenteric arteries failed to detect
structural defect of smooth muscle cells, although Notch3 is
strongly expressed in these cells (supplemental Figure II).
Moreover, vasoreactivity to pharmacological agents and me-
chanical stimuli was similar in mutant and wild-type mesen-
teric arteries (supplemental Figure Figure VII). Given the
importance of large peripheral vascular beds such as the
mesenteric bed in the control of arterial blood pressure a
localized vascular change in reactivity is unlikely to cause a
significant change in systemic blood pressure. In addition,
myogenic tone is mostly involved in the short-term control of
local blood flow, whereas hormonal vasoactive systems such
as the sympathetic and renin—angiotensin systems have a
major role in controlling systemic blood pressure.'>® Thus
these later findings suggest that Notch3 is critically required
for vascular tone in some vascular beds including at least the
brain and the tail arteries, although being dispensable in
others including the mesenteric bed.

How Does Notch3 Influence Myogenic Tone?

In resistance arteries, increase in intraluminal pressure in-
duces a rapid cell architecture distension leading to the
activation of stretch-dependent ion channels and voltage-
operated Ca’* channels?® and ultimately of calmodulin and
myosin light chain Kinase.’°© We'!-!2 and others?'-33 have
demonstrated the key role played by the RhoA/Rho Kinase
pathway in myogenic tone. Moreover, recent studies from our
group'? and others3* support the hypothesis that activation of
integrins and focal-adhesion kinase in caveolin-1 rich do-
mains may participate in the Rho-kinase dependent sensiti-
zation of the contractile apparatus to calcium. In the present
work, we provide evidence that Notch3 is an upstream
modulator of the RhoA/Rho kinase pathway. First, we show
that RhoA activity is significantly decreased in the tail
arteries lacking Notch3. Second, Rho kinase inhibition with
Y-27632, in its range of selectivity, was minimally efficient
in pressurized mutant tail arteries indicating that the RhoA/
Rho kinase activity was reduced in response to pressure
(myogenic tone) in the absence of Notch3. Third, myosin
light chain phosphorylation was significantly reduced in
mutant pressurized arteries. The observation that expression
levels of integrins, focal adhesion kinase (FAK), ERK1/2,
and MAP kinase P38 were not affected by the absence of
Notch3 suggest that Notch3 activity is unrelated or lies
downstream to these kinases. The RhoA/Rho kinase pathway
has been widely shown to play a key role in the sensitization
of the contractile apparatus in response to many vasoconstric-
tors such as angiotensin II, phenylephrine, or thromboxane
A2.' However, our data here suggest that only the Rho
kinase pathway activated in response to blood pressure
elevation is modulated by Notch3. This supports the concept
that Notch3 is a key receptor in the signaling pathway
translating pressure to contraction (myogenic tone). As pre-
viously mentioned, mutant tail arteries exhibit disorganized
and disjunctional smooth muscle cells.!” Using specific in-
hibitors of gap junction, several studies3!-3> reported the key
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role played by cell adhesion in the process of myogenic tone
but not agonist-induced vasoconstriction. Assembly of focal
adhesion contacts as well as formation of actin filaments
bundles (stress fibers) has been reported to be dependent on
RhoA activation.?® Indeed, RhoA participates in the forma-
tion of distinct patterns of actin organization and assembly of
integrin complexes. It has been reported that, in epithelial
cells, RhoA induces the establishment and maintenance of
E-Cadherin mediated cell-cell adhesion. Furthermore inacti-
vation of RhoA results in the dislocation of E-cadherin and its
complex members from the adherent junction leading to loss
of cell-cell adhesion.?” The reduced RhoA activity observed
in the Notch3-null mice is thus certainly linked to the
impaired myogenic tone and to the structural dysfunction
observed in vascular smooth muscle cells. Nevertheless
further studies are necessary to clarify the exact relationship
between Notch3 and RhoA activation.

How Does Notch3 Activity Influence
Flow-Mediated Dilation?

In the present study we also demonstrated that Notch3-null
mice exhibited an increased FMD. In endothelial cells,
transduction of shear stress into dilation involves integrin-
matrix interactions®® at focal adhesions.?* FAK activation
leads to the phosphorylation of phosphatidylinositol 3-kinase
(PI3K) that triggers eNOS activation via the PI3K-Akt
pathway.*® Because Notch3 deficiency did not affect calcium-
dependent eNOS activation (ACh), or the effects of eNOS
blockade (L-NAME) on ACh-induced dilation, our results
rather reflect an increase in shear stress transduction than an
enhanced endothelial function.

Several reports show that the preexisting myogenic tone
regulates the vascular response to shear stress.*'*> According
to the latter authors, the higher the intraluminal pressure, the
higher the myogenic tone and the less negative the resting
membrane potential. It would be expected that the open
probability time of endothelial potassium channels involved
in the FMD would be decreased, whereas the open probability
time of voltage-activated calcium channels associated with
constriction in vascular smooth muscle would be increased.?®
We expect the opposite to be true, ie, an enhanced FMD in
arteries with an attenuated myogenic tone. Nevertheless, the
change in myogenic tone could not directly influence the
measurement of FMD because of the similar degree of
preconstriction applied to arteries from WT and KO mice. It
is most likely that the reduced basal tone occurring in vivo
influences the sensitivity of the flow-sensing process, al-
though the mechanism involved remains to be determined.
Increased FMD in the absence of Notch3 would thus rather
reflect an increased vascular smooth muscle cell capability to
dilate in response to shear than an increase endothelium
capability to induce dilation. We previously showed that
transgenic mice expressing a mutant Notch3 protein, with the
R90C mutation (TgNotchR90C), whose expression was spe-
cifically targeted in arterial smooth muscle exhibited an
increase in myogenic tone associated with a decrease in FMD
without endothelial dysfunction.!! The lack of endothelial
dysfunction in these latter mice is one more argument in favor
of a regulation of FMD by the preexisting myogenic tone. At



the present time interpretation of the finding that
TgNotchR90C and Notch3 KO mice exhibit opposite vascular
dysfunction remains unclear since both in vitro and in vivo
analyses showed that the R90C mutation did not impair
canonical Notch3 activity.*344

In summary, the present study provides, to the best of our
knowledge, the first evidence that Notch3 controls, through
the RhoA/ROK signaling pathway, vascular reactivity to the
mechanical factors, pressure, and flow. Moreover, Notch3-
null mice, because of their highly specific defects, provide an
invaluable experimental model to dissect the pathways spe-
cifically involved in the modulation of myogenic tone.
Finally, our work highlights Notch3 as a novel pathway for
therapeutic targeting in vascular diseases where changes in
myogenic responses and vascular autoregulation are thought
to play a role.
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Notch3 is a major regulator of vascular tone in cerebral and tail resistance

arteries
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Supplementary Material and methods

Animals

The procedure followed in the care and euthanasia of the study animals was in accordance
with European Community standards on the Care and Use of Laboratory Animals (Ministére
de I’ Agriculture, France, authorization no. 6422 and 75-572).

Notch3-/- mice (KO) and their wild-type littermates (WT) were obtained by crossing Notch3
heterozygous mice. Genomic DNA was obtained from toe biopsy for genotyping by PCR .
Adult (10-12 weeks old) male mice (n= 25 WT and 25 KO) were anesthetized using
isoflurane (2.5%) and blood pressure measured in the femoral artery . Anesthetized animals
were then killed by CO; inhalation. Common carotid, mesenteric, middle cerebral and tail

caudal arteries were collected for histological, functional and biochemical analysis.

Histological analysis

In order to determine the effects of Notch3 deletion on vascular structure, carotid, mesenteric,
middle cerebral and tail caudal arteries were dissected under a microscope, fixed in CARSON
solution and embedded in Epon E812 resin. Semi-thin sections were stained with toluidine

blue and observed under a DMR microscope (Leica) as previously described '.

Pharmacological study in isolated arteries

Arterial segments (2 mm long) were dissected and mounted on a wire-myograph (Danish
MyoTechnology, DMT, Aarhus, Denmark), according to the technique of Mulvany and
Halpern °, as previously described *. Briefly, 2 tungsten wires (25 pm diameter) were inserted

in the lumen of the arteries and fixed to a force transducer and a micrometer, respectively.
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Arteries were bathed in a 5 ml organ bath containing a physiological salt solution (PSS)
maintained at a pH of 7.4, a pO of 160 mmHg and a pCO, of 37 mmHg °. After wall tension
normalization °, arteries were allowed to stabilize for one hour. Arteries viability was tested
using a potassium rich solution (80 mmol/L-PSS). Contractile properties of the artery were
tested by Phenylephrine (PE, 0.01 to 10 umol/L), thromboxane A, mimetic (U46619,
10 pmol/L to 0.1 uM) ° and Angiotensin II (Angll, 1 pmol/L to 0.1 pM) cumulative
concentration response curves (CRC). A CRC to calcium (0.1 to 1 mmol/L) was obtained in
arteries in a calcium-free PSS ’. Data were expressed as force developed (mN) in response to
the pharmacological stimulation.

In a separate series of experiments, we determined the effect of the Rho-kinase inhibitor
Y27632 (0.01 to 10uM) on the contraction induced by PE (0.3 pmol/L), calcium (0.5
mmol/L) or KCI1 (60 mmol/L) as previously described and data were expressed as percentage
of inhibition °.

Concentration-dependent relaxation in response to Acetylcholine (ACh) (0.01 to 10 umol/L)
was obtained after phenylephrine-serotonin-induced preconstriction (PE 1 pmol/L + 5HT 1
pmol/L). Similar CRC to ACh were realized under NO synthase blockade (L-NAME 100
umol/L), and NO synthase plus cyclooxygenase blockade (L-NAME 100 pmol/L +
indomethacin 10 pmol/L) °. Data were expressed as percentage of dilation of phenylephrine-
serotonin induced preconstriction '°. The pharmacological study ended by a dose dependent

relaxation curves to sodium nitroprussiate (SNP) (0.01 to 10 pmol/L).

Pressure and flow-dependent tone in isolated arteries

Three-five mm long segment of tail caudal artery (distal part), middle cerebral artery (first
segment), mesenteric artery (3¢ order) and carotid artery were cannulated at both ends and
mounted in a video monitored perfusion system (Living Systems, LSI, Burlington, VT) as
previously described . Briefly, cannulated arterial segments were bathed in a 5 ml organ
bath containing the PSS described above. Perfusion of the artery was achieved with a similar
PSS. Pressure was controlled by a servo-perfusion system and a peristaltic pump-generated
flow. Flow-induced dilation was studied by increasing flow rate by steps from 0 to 100
pL.min™. Data were obtained from arterial segments preconstricted with phenylephrine (PE)
at approximately 50-60 % of maximal response and with intraluminal pressure set at 75
mmHg as previously described . Myogenic tone was determined by increasing intraluminal

pressure by steps from 10 to 150 mmHg without intraluminal flow. Diameters measured in
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normal PSS were considered as diameter under active tone or “active diameter”. At the end of
each experiment arteries were superfused with a Ca’" free PSS containing ethylenbis-
(oxyethylenenitrolo) tetra-acetic acid (EGTA, 2 mmol/L), SNP (10 umol/L) and papaverine
(10 umol/L). Pressure steps were repeated to determine the passive diameter of the arteries.
Pressure and diameter measurements were collected by a Biopac® data acquisition system
(Biopac MP 100, La Jolla, CA, USA) and continuously recorded. Data were analyzed with the
Acgknowledge® software.

In a separate series of experiments, the effect of the Rho-kinase inhibitor Y27632 (0.01 to
10uM) on myogenic tone was determined ®.

Results are given in micrometers for artery diameters. Myogenic tone or active tone was
expressed as the percentage of passive diameter ((passive diameter - active diameter) / passive
diameter x 100). Flow-induced relaxation was express as percentage dilation of active tone.
Arterial cross sectional compliance was calculated using internal diameter values measured
under passive conditions (internal passive diameter : PD) over the pressure range of 0-150
mmHg, internal lumen area was calculated as: Ai = pi - PD*4 (um2); cross-sectional
compliance (um2 / mmHg) was then calculated as: Delta Ai/Delta P, in which Delta Ai is the

change in internal lumen area induced by a pressure change (Delta P) °.

Western-blotting

Arterial segments were quickly dissected and snap-frozen in liquid nitrogen. Samples were
crushed in liquid nitrogen, resuspended in ice-cold lysis buffer (10 mmol/L Tris-HCI pH 7.4,
1% sodium dodecyl sulfate, 1 mmol/L sodium orthovanadate) and incubated on ice for 30
minutes. The detergent soluble supernatant fractions were collected after centrifugation
(14.000 rpm, 20 minutes, 4°C). Protein concentration in samples was equalized using a Micro
BCA Protein Assay Kit (Pierce). Proteins (25 pg total protein per sample) were separated by
SDS-PAGE (Mini gel protean II system [Bio-Rad], 120 V, with 2.5 mmol/L Tris, 19.2
mmol/L glycine, and 0.01% SDS) using a 4% stacking gel followed by a 12 % running gel.
Separated proteins were electrotransferred (120 V, 90 min, 4°C, with 2.5 mmol/L Tris, 19.2
mmol/L glycine, 0.001% SDS and 20% methanol) onto nitrocellulose membranes.
Membranes were washed in TBS-T buffer (composed of 20 mmol/L Tris/base pH 7.8, 62
mmol/L NaCl, and 0.1% Tween 20), blocked for 90 minutes at room temperature (10% BSA
in TBS-T), incubated over night at 4°C with the primary antibody for eNOS, p-eNOS,
caveolin-1, aV-integrin and b3-integrin, RhoA, P38, pP38, P42, pP42, P44, pP44, FAK,
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pFAK, MLC and pMLC (Transduction Laboratories) followed by incubation with horseradish
peroxidase—conjugated antibody (Amersham) 90 minutes at room temperature. Membranes
were washed and proteins were visualized using the ECL-Plus Chemiluminescence kit
(Amersham). A polyclonal anti-actin antibody (Santa Cruz Biotechnology) was used to
reprobe blots to confirm equal loading in lanes. Preliminary immunoblot analysis showed that
comparable results were obtained using freshly isolated arteries as compared to pressurized

(75 mmHg) arterial segments (figure I, below).
RhoA pull-down assay

RhoA activation was assessed as previously described " using a Rho-GTP pull-down assay
kit (Cytoskeleton, Denver, USA). Briefly, RhoA activation was determined by affinity
precipitation of the active GTP-bound RhoA using a glutathione S-transferase (GST)-fusion
protein of the Rho-binding domain of the Rho effector rhotekin (GST-RBD).
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Supplementary results

Animals

Body weights of Notch3-/- mice (25+1.6g, n= 10) were comparable to those of wild-type
littermate mice (26+1.4g, n=10). Blood pressure was measured in the femoral artery. Mean
blood pressure did not differ between Notch3 null mice (88+2 mmHg, n=10) and wild-type
mice (92+3mmHg, n=10).
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Supplementary Figures

Figure I: pMLC/MLC level is identical in freshly isolated tail arteries and in pressurized

arterial segments
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To test the hypothesis that activation of proteins, which are involved in myogenic tone,
remains intact in quickly dissected arteries, we compared level of p-MLC in pressurized
arterial segments and in freshly isolated arteries. The p-MLC/MLC ratio was determined by
immunoblot analysis of tail caudal arteries processed as indicated: (a) arteries were freshly
and quickly dissected and snap-frozen in liquid nitrogen, (b) arteries were freshly and quickly
dissected and snap-frozen in liquid nitrogen after a one hour incubation in PSS at 4°C, (c)
arterial segments were dissected in PSS at 4°C, mounted in an arteriograph + 60 min under a
pressure of 75 mmHg (37°C) and then snap-frozen. As positive and negative controls, arteries
were incubated 30 min in PSS at room temperature before being frozen (d) or stimulated with
phenylephrine (1um/L) 30 min in PSS at room temperature (e).

(n=4 tail arteries per group in a,b, d and e and n= 3 samples of 10 pooled arterial segments in

c¢). A.U.= arbitrary unit.
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Figure II: Structural properties of arteries from Nozch3 null mice
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Semi-thin sections of arteries from wildtype and Notch3 KO mice were stained by toluidine
blue. Shown are representative sections of carotid arteries (A-B), caudal tail arteries (C-D),
middle cerebral arteries (E-F) and mesenteric arteries (G-H). Note the thinner media in the
mutant tail and cerebral arteries with thinner smooth muscle cells, as well as the non cohesive
smooth muscle cells in the media of the caudal artery (arrows) while mutant carotid and

mesenteric arteries exhibit no obvious defect. Scale bar : 120um (A,B) and 60pum (C-H)
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Figure III: KCI and receptor-dependent contractions in tail and carotid arteries
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Vasoconstriction induced by KCI (80 mmol/L, A), angiotensin II (B) and the thromboxane A2
analog U46619 (C) was investigated in tail (A-C) and carotid arteries (art.) (A) isolated from
Notch3 KO mice and their wild-type (WT) control (n=12 WT and 9 KO). NS, KO versus WT.
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Figure IV: Acetylcholine-induced dilation in tail and carotid arteries
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Cumulative concentration response curve to Acetylcholine performed in tail and carotid
arteries from wild-type (WT) and Notch3” (KO) mice. Imax (A) and IC50 (B) calculated
from cumulative concentration response curves.

Data are presented as MEAN + SEM. (n=12 WT and 9 KO). NS, KO versus WT.
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Figure V: Preconstriction induced prior to flow-mediated dilation
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Preconstriction in carotid, tail and middle cerebral arteries isolated from wild-type (WT) and

Notch3" (KO) mice, induced prior to flow-mediated dilation (data in figure 3), are presented.
NS, KO versus WT.

Data are presented as MEAN = SEM. (n=12 WT and 9 KO).
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Figure VI: Mechanical properties and vasoreactivity of middle cerebral arteries
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A: Changes in passive diameter in response to stepwise increases in pressure

B: Vasodilation induced by acetylcholine (ACh, 1umol/L)

C: Vasoconstriction induced by KCl1 (80 mmol/L) and by serotonin (SHT, 1 umol/L).

Middle cerebral arteries were isolated from wild-type (WT) and Notch3™" (KO) mice. Data are
presented as MEAN + SEM. (n=5 WT and 5 KO). NS, KO versus WT.



Supplemental data, Belin de Chantemele et al .

Figure VII: Mechanical properties andvasoreactivity of mesenteric arteries are

unaltered in Notch3 KO mice
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A: Changes in passive diameter in response to stepwise increases in pressure

B: Cumulative concentration response curve to Acetylcholine performed in the presence of

the NO-synthase inhibitor L-NAME (LN) or L-NAME plus the cycloxygenase inhibitor

indomethacine (LN+INDO).

C: Constriction induced by a potassium-rich (KCl, 80 mmol/L) and phenylephrine.

D: Constriction induced by the thromboxane A, mimetic U46619
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E: Response to stepwise increases in intraluminal pressure (Myogenic tone).
F: Response to stepwise increases in intraluminal blood flow (Flow-mediated dilation) .
Mesenteric resistance arteries were isolated from wild-type (WT) and Notch3" (KO) mice.

Data are presented as MEAN + SEM. (n=12 WT and 9 KO). NS, KO versus WT.
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RESULTATS
Résumé :

La contractilité vasculaire, et plus particuliérement TM, sont des mécanismes intimement
liés a la structure du cytosquelette des CMLs. Le facteur de réponse au sérum (SRF) est un facteur
de transcription intervenant dans le maintien de la structure et de la contractilit¢ de différents
organes tels que le cceur et Dintestin. Des études antérieures montrent que [’activité
transcriptionnelle de SRF peut étre modulée par la protéine RhoA, qui est une protéine cl¢ dans la
réactivité vasculaire. SRF régule aussi I’expression de protéines contractiles comme la kinase de la
chaine légere de la myosine, ainsi que des protéines du cytosquelette telles que ’actine ou la
myosine. Cependant, le role de SRF dans la microcirculation n’a pas encore été décrit, or sa place
en aval de RhoA ainsi que son role dans 1’expression de certaines protéines font de lui un bon
candidat dans la régulation de la réactivité vasculaire. Nous nous sommes donc intéressés a I’impact

qu’aurait I’absence de SRF sur la réactivité des arteéres de résistance.

Cette étude a été faite sur des segments d’artéres caudales de souris conditionnellement
déficientes (SRF*™°) ou non pour SRF au niveau du muscle lisse. Ces vaisseaux ont été montés
dans des cuves a organes isolés et soumis a un étirement physiologique isométrique ou isobarique.
En absence de SRF, seul le TM est altéré (SRFS™: 2,8+0,9% versus controle: 16,4+3,2% a
100mmHg). Les contractions induites par des agents pharmacologiques tels que la phényléphrine
(PE) et ’'U46619 (mimétique thromboxane A2) ne sont pas ou peu modifiées. Ce travail a été
complété par une étude éléctrophysiologique révélant une diminution de la sensibilité des canaux
mécanosensibles accompagnée soit d’une diminution de leur nombre, soit d’une diminution de leur
probabilité d’ouverture chez les souris SRF*™. De plus des immunomarquages ont révélé une
altération du cytosquelette par la diminution de la polymérisation de ’actine et de 1’expression de la
filamine A. L’expression de différentes protéines de la contraction, telles que la chaine légere de la
myosine et sa kinase, est inhibée en absence de SRF. En revanche, la voie de la MAPK P38 est

. : K
augmentée chez les souris SRF*™.

SRF a donc un effet spécifique sur le TM en régulant les canaux mécanosensibles, le
cytosquelette et les protéines contractiles. La mise en place de mécanismes compensateurs tels que
la suractivation de la MAPK P38 permet le maintien des contractions en réponse a la PE et a
1’U46619. SRF apparait donc comme un important régulateur de la mécanotransduction en réponse
a la pression, et comme une nouvelle cible thérapeutique lors de pathologies affectant la régulation

des débits sanguins locaux.
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Abstract:

Serum Response Factor (SRF) has emerged as a dispensable transcription factor for cellular
growth but as an essential orchestrator of actin cytoskeleton and contractile homeostasis. In
resistance arteries, diameter adjustments in response to change in intraluminal pressure depend
on vascular cytoskeleton integrity. We thus hypothesised that SRF deletion will affect the
pressure-dependent mechanotransduction in resistance arteries. To address the role of SRF, the
tail caudal artery from inducible smooth muscle cell-specific SRF KO mice (SRF*™°) and their
littermate control was cannulated in an arteriograph. Contraction to stepwise increase in pressure
(myogenic tone) was determined in each group. Mechanosensitive channels were studied by cell-
attached patch clamp analysis.

Pressure-induced myogenic tone (MT) was lower (5.9 + 2.3% of passive diameter) in SRF*™°
than in control animals (16.3 + 3.2%). This decrease is accompanied by the decrease of activity
and sensitivity of mechanosensitive channels, and expression of the filamin A, MLCK and MLC
that could be involved in the decrease of MT. In contrast to the MT decrease, the contractions
induced by KCI, Phenylephrine, or U46619 and endothelium (flow)-mediated dilation were not
significantly modified that could be linked to a potential compensatory mechanism via FAK-P38
activation. Indeed, FAK expression and MAPK p38 phosphorylation was higher in SRE*™° than
in control mice and contractions induced by Phenylephrine and U46619 were more sensitive to
p38 blockade.

This study shows that SRF is involved in pressure-induced myogenic tone in resistance arteries.
Due to the central role of myogenic tone in vascular homeostasis this finding opens new

perspectives in vascular disorders.



INTRODUCTION

Resistance arteries play a key role in the control of peripheral vascular resistance, tissue perfusion
and hence in cardiovascular homeostasis'. They possess a basal (myogenic) tone, opposed by
flow (shear stress) mediated dilation’. Equilibrium between myogenic tone and flow-mediated
dilation (FMD) allows an efficient control of local blood flow in peripheral tissues and provides a
background vascular tone increasing the efficacy of circulating and locally produced vasoactive
agents.

Myogenic tone (MT) is characterized by a smooth muscle cells contraction in response to
increase in pressure or stretch’. A rise in MT amplitude has been associated with diseases such as
hypertension® and diabetes mellitus’. Signaling mechanisms contributing to MT require opening
of mechanosensitive channels®’, membrane depolarization, activation of voltage-operated
calcium channels®”, calcium entry'’, protein kinase C'' and phospholipase C activation'” as well
as calcium-sensitization of the contractile apparatus’. The cytoskeleton has an important role in
MT. The decrease, inhibition or absence of proteins such as integrins reduces MT.
Furthermore, actin polymerization is essential for the maintenance of MT. Indeed, F-actin
depolymerization with cytochalasin D reduces MT".

SRF is a member of the MADS box transcription factor family, directly binds to cis-element,
CArG-box. It is involved in the control of several extra cellular stimuli-regulated genes important
for cell growth and survival as well as cytoskeletal genes including actins, myosins, calponins,
troponin, dystrophin, desmin and metabolic enzyme such as muscle creatine kinase'”.

Two main families of signal-regulated SRF cofactors have been characterized. First, members of
the ternary complex factor (TCF) family of Ets domain proteins, SAP-1 and Net, are activated by

mitogen activated protein kinase phosphorylation and interact with SRF to stimulate the



transcription of immediate early genes such as C-fos or Egrl'®. The myocardin-related
transcription factors (MRTFs), MRTF-A (also called MAL or MKL1 or BSAC) and MRTF-B
(also called MKL2 or MAL16) form the second family. Activity and nuclear translocation of
MAL are controlled by the RhoA-family of GTPases and by actin filament dynamic. Upon actin
polymerization, MAL is released from nuclear G-actin and interacts with SRF to stimulate its
transcriptional activity on specific promoters including actins promoters''°. Therefore, SRF is a
the core of a positive regulatory loop in which extracellular and biomechanical signals trigerring
actin polymerization further stimulate the transcription of actin and other cytoskeletal genes
through direct SRF activation.

In human pathologies, reduced SRF expression has been associated with heart failure®®?'.
Whereas increased SRF expression has been associated with a hypercontractile phenotype in
cerebral arteries of Alzheimer patients™.

In mouse Cre-lox models, cardiac specific SRF disruption in the adult induces a rapid progression
to dilated cardiomyopathy correlated with a decreased expression of the proteins involved in
force generation and transmission as well as with a low level of actin polymerization®.

SRF role in the maintenance of vascular SMC differentiation has been extensively studied,
especially in the context of atherosclerosis®®. Nevertheless, direct assessment of the role of SRF
through targeted disruption in the adult vasculature has not been addressed so far. We have
shown previously that inducible smooth muscle cell-specific SRF mutation in the adult mice,
leads to a severe motility disorder resembling chronic intestinal pseudo-obstruction in humans,
demonstrating that SRF plays a crucial role in maintaining visceral smooth muscle contractility®.
The involvement of SRF in the gene regulation involved in cytoskeletal proteins allows

hypothesizing that SRF might modulate microvascular mechanotransduction, especially in



response to pressure, which is the strongest mechanical force acting on the vessel wall. Thus, we
investigated pressure-induced myogenic tone in adult smooth muscle-specific SRF knock out

mice (SRE™™°).

MATERIALS AND METHODS

Animals
To address the role of SRF in the myogenic tone, we used mice expressing tamoxifen-inducible
Cre recombinase under the control of a smooth muscle-specific gene?® crossed with floxed SRF

mice”. Adult male (3-4 months) smooth muscle cells inducible SRE*™°

(n=10) and control mice
(WT; n=10) were treated with intra-peritoneal injection of tamoxifen (50 mg/Kg/day) for three
days. After 14 days, mice were anesthetized (isoflurane), blood pressure was measured in the tail
artery. The tail artery were then removed and placed in ice-cold physiological salt solution
(PSS). From each mouse several arterial segments were used for functional and biochemical
studies as described below.

In a separate series of experiments, we used dissociated smooth muscle cells of tail arteries for
electrophysiological studies.

The procedure followed in the care and euthanasia of the study animals was in accordance with

the European Community standards on the care and use of laboratory animals (authorization

#00577).

Pressure myography
A segment of artery, approximately 300 pm in internal diameter and 2 mm long was cannulated

at both ends and mounted in a video monitored perfusion system as previously described®’.



Briefly, cannulated arterial segments were bathed in a 5 ml organ bath containing a PSS
maintained at a pH of 7.4, a pO, of 160 mmHg and a pCO; of 37 mmHg. Arterial diameter was
measured and recorded continuously using a video monitoring system (Living System
Instrumentation Inc., Burlington, VT). Pressure and flow rate could be changed independently. In
order to measure MT, diameter changes were measured in each segment when intraluminal
pressure was set at 10, 25, 50, 75, 100 and 125 mmHg. Arteries were then submitted to 75
mmHg of pressure and further contracted with phenylephrine (PE) and serotonin in order to
maintain a stable and reproducible tone in the different groups. Intraluminal flow was then
increased by step (0 to 100 pl/min) and diameter measured. At the end of each experiment
arteries were perfused and superfused with a Ca’'-free PSS containing ethylenebis-
(oxyethylenenitrolo) tetra-acetic acid (EDTA, 2 mM/L), sodium nitroprusside (10 uM/L) and
papaverine (10 pM/L). Pressure steps (10 to 125 mmHg) were then repeated in order to
determine arterial passive diameter, i.e., in the absence of smooth muscle tone. Pressure and
diameter measurements were collected using a Biopac data acquisition system (Biopac MP 100,
La Jolla, CA, USA) and analyzed (Acgknowledge® software, Biopac). Myogenic tone was
calculated as percentage of passive diameter and flow-mediated dilation as % dilation of active
tone?’.

Before each experiment, the contractility of the muscle was tested using PE (1 uM/L) and the
integrity of the endothelium was assessed by testing the relaxing effect of acetylcholine (Ach, 1

uM/L)*.



Wire-myography

Two-millimeter long segments of tail arteries were mounted on a wire-myograph (DMT, Aarhus,
DK) as previously described®®. Two tungsten wires (40 pm in diameter) were inserted into the
artery lumen and fixed to a force transducer and a micrometer, respectively. Arteries were bathed
in PSS. Before each experiment, the arteries were tested as described above.

PE (3 uM/L)- or U46619 (1 uM/L)-dependent contraction was tested before and after addition
of the p38 MAP-Kinase inhibitor SB203580 (10 M) to the bath.

In a separate series of experiment, arteries were washout with calcium-free PSS containing
EGTA and then bath in a calcium-free PSS containing KCI (80 mM/L, 80K PSS). Contraction to
calcium was tested by adding cumulative concentrations of calcium 0.1 to 1.2 mM).

Data were expressed as a percentage of the maximum response obtained with KCI (80 mM/L).

Patch clamp analysis:

Dissociation of vascular smooth muscle cells:

Mice were anaesthetized using isoflurane. A segment of tail artery (300 um internal diameter, 3 to
5 mm length) was dissected and incubated (20 min at 37°C) with papain (1 mg/ml) and DTT (1
mg/ml), followed by a second incubation (5 min at 37°C) in collagenase F (0.7 mg/ml) and
collagenase H (0.3 mg/ml). Papain, DTT and collagenasec was dissolved in a DCML solution of
the following composition (in mM): NaCl 140, KCl1 5.6, MgCI2 2, HEPES 10, glucose 10, CaCl2
0.1 and bovine serum albumin (BSA, 1 mg/ml). Arteries were washed 3 times in cold DCML
solution and triturated. Cell suspensions were placed on 35 mm poly-D-lysine coated dishes and
kept at 4°C for at least 45 min before recording. Recordings were only performed on elongated

cells.



Cell-attached:

Electrophysiological procedure has been previously described”. Briefly, single channel cell-
attached or inside-out recordings were performed on acutely dissociated VSMCs at a holding
potential (Vhold) of -80 mV. Unless stated otherwise, pipette solution contained (in mM): NaCl
140; KCI1 5; CaCl2 1; MgCI2 1; TEA-CI 10; 4-AP 5; HEPES 10; pH 7.35. Bath solution contained
(in mM): KCI 140, MgC12 1, HEPES 10, and glucose 10 (pH 7.25). The osmolality of all solutions
was adjusted to 320 mOsmol/kg. Membrane patches were stimulated with brief negative pressure
pulses through the recording electrode using a pressure-clamp device (ALA High Speed Pressure

Clamp-1 system, ALA-scientific).

Histological analysis:

F/G actin ratio on pressure myograph

Segments of resistance arteries were fixed in formaldehyde 4% at 75 mmHg, 10 mmHg or in
presence of PE (10°M) and were mounted in embedding medium (Tissu-Tek, Miles, Inc), frozen in
isopentane pre-cooled in liquid nitrogen, and stored at -80°C. Transverse cross sections (7 um
thick) were incubated with an globular (G) actin “marker”, DNase I conjugated with alexa fluor
488 and a filamentous (F) actin marker, Phalloidin, conjugated with Alexa Fluor® 546 dye
(Invitrogen). Fluorescence was visualized using confocal microscopy (Nikon, Eclipse TE2000S
and Solamere Technology, Salt Lake City, UT, USA). Image analysis was performed as previously

described using Histolab (Microvision, France)*’.

Isolation and culture of SRF-flex2neo (Sf/Sf) SMCs
Primary cultures of SMCs were isolated from the aorta of adult Sf/Sf mice. Briefly, under

sterile conditions, the media muscle layer of each aorta was scraped from the endothelium intima



layer, minced into small pieces, pooled and digested with bacterial collagenase (1mg/ml) (Roche)
and elastase type III (0,5mg/ml) (Sigma). After inactivation of the enzyme with fetal bovine
serum (FBS), cells were allowed to attach to a plastic tissue culture flask for 6 days. Cells were
maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) (Lonza, Belgium) supplemented
with 20% FBS (Gibco) and antibiotics (Cambrex) in a humidified atmosphere containing 5% CO;
in air at 37 °C. Cells between their fifth and sixth population doubling level were used for all

experiments.

SMC differentiation and adenovirus infection

In order to restored differentiated properties of SMCs, the medium was replaced with a
serum-free medium containing a 1:1 (vol/vol) mixture of HAM-F12/DMEM (Lonza, Belgium)
complemented with 0,2 mM sodium ascorbate, 1X Insulin-Transferrin-Selenium cocktail (Gibco)
and antibiotics for 48h. For adenovirus infection, mouse SMCs containing LoxP elements
fanking the second exon of SRF were treated either Adenovirus (Genethon, Evry, France)
containing Cre-recombinase associated with a green fluorescent protein (Ad-CRE-GFP) to
mediate excision of SRF floxed exon 2, or Adenovirus containing green fluorescent protein alone
(Ad-GFP) as control. The Ad-CRE and Ad-GFP virus mediate transgene expression through a
human CMV promoter. SMCs infection was performed at 37°C with gentle rocking for 5 h in
serum-free medium. Cells were maintained in serum-free medium for 7 days until further

analyses.

Immunostainings
SMCs were fixed in 4% formaldehyde solution for 5 min at 37°C. After 3 washes with

PBS, cells were permeabilized in 0,2% Triton X-100 for 5 min at RT. No-specific sites were



blocked with 2 % bovine albumin (BSA) in PBS. SMA Staining and F-actin was performed by
incubating the cells with monoclonal SMA-Cy3 and phalloidin-TRITC respectively (1:400,
sigma, Ref : C6198 ; fluka, Ref : 77418) for 45 min at RT. Detection of filamin-1, and SRF was
performed by incubating cells overnight at 4°C with polyclonal filamin-1 antibodies (1:100,
Santa Cruz, H300, Ref: SC28284), and polyclonal SRF antibodies (1:100, Santa Cruz, H300, Ref:
SC13029). Secondary antibodies were then added (1h30, 25°C, IgG mice cy3 red Jackson
laboratory 1:300; anti rabbit DyLight 649 Jackson laboratory 1:300). Slides were mounted in
MOWIOL. Immunofluorescence images were collected with an SP5 confocal laser-scanning

microscope (DM6000; Leica, Inc.). Images were processed using Image J.

qPCR analysis

After dissection, arterial segments were kept in 100 uL RNA-Iater (Sigma) at -20°C until RNA
extraction using the RNeasy® micro kit (Qiagen). 200 ng of total RNA extracted from each
artery were subjected to reverse transcription (RT) with the QuantiTect® Reverse Transcription
kit (Qiagen). Real-time PCR assays were carried out on an ABI 7300 Real-Time PCR System
(Applied Biosystems) with Sybr® Green Jumpstart Taqg Readymix® kit (Sigma) and gene-
specific primers. All data were normalized to the Hprt RNA. Differences in transcript level were
determined using the cycle threshold method as described by the manufacturer. mRNA levels are

F*™k° mutant to the control mice.

expressed as the log (base 2) of the ratio of the SR
Western Blot Analysis of proteins expression

Western blot analysis was performed in segments of the tail artery. Arterial segments were
homogenized using a lysis buffer (1% sodium dodecyl sulfate, 10 mM/L Tris-HCI (pH 7.4), 1

mmol/L sodium orthovanadate, and proteases inhibitors cocktail). Extracts were incubated at 4°C



for 30 minutes and then centrifuged (14000 rpm, 15 minutes, 14°C). Proteins concentration was
determined using the Micro BCA Protein Assay Kit (Pierce). After denaturation at 95°C for 5
minutes, equal amounts of proteins (25 ug) were loaded on a 9% polyacrylamide gel and
transferred to nitrocellulose membranes for 90 min (100 V, 4°C). Membranes were blocked with
5% bovine albumin (BSA) in T-TBS (20 mM/L Tris, pH 8.0, 150 mM/L NacCl, and 0.1% Tween-
20) for 60 minutes and were then incubated with primary antibody in BSA 5% in T-TBS
overnight at 4°C. After extensive washing in T-TBS at room temperature, membranes were then
incubated with the anti-rabbit horseradish peroxidase antibody (dilution 1:10000, Pierce) or with
the anti-mouse horseradish peroxidase antibody (dilution 1:10000, Pierce) for 90 minutes at
room temperature. After 3 washes with T-TBS, immunocomplexes were detected by
chemiluminescent reaction (SuperSignal West Femto, Pierce) using a computer based imaging
system (Fuji LAS 3000 plus; Fuji Medical System). Quantification was performed by

densitometric analysis™.

RhoA-GTP measurement
RhoA-GTP was measured in segments of the tail artery using commercially available kit (G-

LISA™ RhoA Activation Assay Biochem Kit™ ; BK 124, Cytoskeleton).

Calcium analysis

Fura-2AM Ca2+ imaging:

Freshly dissociated smooth muscle cells (SMC) were incubated for 20 min at room temperature, in
darkness, with 2 uM Fura-2AM (molecular probes) and 0.002% pluronic acid. A modified tyrode
solution containing in mM: NaCl, 140, KCI 4, CaCl, 1, MgCl, 1, glucose 5, Hepes 10, at pH 7.4

was used during all the experiment. After 10 min wash, ratiometric imaging of internal calcium



level on SMC was done on a microscope (lens x40, Axio Observer, Zeiss) equipped with a CCD
camera (CoolSNAP, Roper scientific). An appropriate field of cells was identified and was excited
with wavelengths of 340 and 380 nm and images were collected and stored at each wavelength,
every second, with 150 ms exposure. The ratio of fluorescence emitted at 510 nm analyzed after
subtraction of background fluorescence levels was acquired during 5 min using a data acquisition
software (Metafluor, Roper Scientific). At the end of the experiment, SMC were perfused with a
tyrode solution containing ionomycin (4 pg/ml) and then with a solution without calcium
containing in mM: EDTA 100, KCI1 4, MgCl, 2, Hepes 10, at pH 7.4. This allows converting ratios
to calcium concentrations using standard calculation®'. Images were analyzed offline with imaging

software (Metafluor, Roper Scientific).

Statistical analysis:

Results are expressed as means + s.e.m. Significance of the differences between groups is
determined by analysis of variance (one factor ANOVA, or ANOVA for consecutive
measurements, when appropriate) or unpaired student t-test. P values less than 0.05 are

considered to be significant.

RESULTS

Vascular reactivity

Blood pressure (WT=108 + 6 mmHg, SRF¥™°=101 + 6 mmHg, N=6) and body weight (WT=24
+ 2 g, SRF™°=22 + 3 g, N=10) were not affected by the decrease of SRF in SRF*™° mutant
mice at 14 days after tamoxifen injection. The absence of SRF did not affect arterial passive

diameter (Figure 1A). Increasing pressure by step (10 to 125 mmHg) induced a contraction,



myogenic tone, in resistance arteries. The absence of SRF strongly reduced myogenic tone in
isolated caudal arteries (Figure 1A). On the other hand, Phenylephrine- and U46619-induced

contractions were not affected by the absence of SRF (Figure 1B).

Mechanosensitive channels and MT

We then examined SAC activity in vascular smooth muscle cells (VSMCs) freshly dissociated
from resistance mesenteric arteries of WT and SRF*™° mice. In cell-attached patches, brief
negative pulses applied through the recording electrode evoked the reversible opening of SACs

(Figure 2A). The amplitude of averaged currents was significantly lower in SRE*™°

myocytes
(Figures 2A and 2B). At the single channel level, the conductance was identical in both
conditions (27.4 + 0.3 pS, n=51, and 27.2 + 0.3 pS, n=50, for WT and SRF*™° myocytes
respectively, p=0.471), and similar to previously published values®”, confirming that we were
recording from the same channels. Moreover, we observed a significant augmentation (p=0.006)

in the minimum pipette pressure needed to trigger channel opening in SRF¥™°

myocytes (Figure
2C). When channel activity in function of pressure was fitted by a Boltzmann equation (Figure
2B), we observed that SAC activity of both genotypes saturated near -80 mmHg, indicating that
all the channels in that patch were activated.

When the patches were excised in the inside-out configuration we observed the increase in the

current due to the loss of cytoskeleton already described™ but the current was still much lower in

SRF*™° mice (Figure 2D).

Actin polymerization



As actin dynamics have been implicated in the development of MT and SAC activation'**, we

examined the F/G actin ration in VSMCs. Increasing pressure from 10 mmHg to 75 mmHg
induced myogenic tone and an increased F/G actin ratio in arteries isolated from control mice. In
SRF*™° mice arteries the F/G ratio did not change when pressure was increased from 10 to 75
mmHg (Figure 3A).

Co-staining of SRF(blue)-Actin F(red) and Filamine A (blue)-Actin F(red) (Figure 3B) on
isolated cells from WT and SRF*™° mice demonstrated a decrease of SRF, Actin polimerization

and Filamin A staining in SRF™° mice.

RNA and protein analysis of the microvascular artery

Specific genes expression involved in smooth muscle contractility was then investigated in
mRNA levels. SM-MHC, MLCK, SM-actin, Elk1, profilin and filamin A mRNA levels were
reduced in SRF*™° mice compared to wild type animals (Figure 4) while the expression of
MRTFs, Erk, p38, FAK was not affected.

Furthermore, amounts of proteins involved in smooth muscle contraction like MLCK, and MLC
were decreased in SRF®™° mice (Figure 4). Surprisingly the quantity of FAK is increased in
SRF*™° mice but not the pFAK/FAK ratio. RhoA and activated RhoA protein were not modified
by the absence of SRF. Furthermore, Filamin A, an important cytoskeletal element is strongly

decreased in SRF*™° mice (Figure 4)

MAPK p38 activity
The expression level of p38 was similar in SRF¥™® and WT whereas the activity reflected by the
ratio of phospho-p38/p38 was significantly increased in the absence of SRF (Figure 5SA). Then,

we evaluated the involvement of p38 in MT, PE- and U46619-induced contraction. The effect of



the p38 inhibitor SB203580 on PE- and U46619-induced contraction was higher in arteries from

SRF*™° mice than in control arteries (Figure 5B).

Calcium analysis (supplemental data)
The sensitivity to calcium of contractile apparatus, illustrated by the vasoconstriction induced by

exogenous calcium in 80 mM KCl-rich PSS, was similar in SRE*™°

and WT mice (supplement
S1).
Furthermore, we measured the baseline calcium concentrations in freshly dissociated smooth

F™° and WT mice with calcium

muscle cells. We found no difference between SR
concentrations (in nM) of 83.60 + 7.65 (n=56) and 79.94 + 11.29 (n=21) respectively (p=0.8,
permutation test) (supplement S1).

On specific endothelial SRF KO mice (SRF"®), contractions to phenylephrine and U46619 as

well as myogenic tone were unaffected (supplement S2).

DISCUSSION

In this study, we show that SRF has a key role in pressure-dependent
mechanotransduction in small resistance arteries (Figure 1). The absence of SRF in smooth
muscle cells impaired both pressure-induced (myogenic) tone and the mechanosensitive channels
activity in the tail artery (Figure 2). In parallel the deletion did not alter U46619- and PE-induced
contraction, suggesting the selectivity of the effect.

6,7.32 .
, we examined

As Stretch activated channels (SAC) have an important role in myogenic tone
the characteristics of SAC in arteries isolated from SRF*™° mice. We found that in the absence

of SRF, the sensitivity (first opening channel) and the activity (mean ionic current) of SAC were

decreased. Interestingly, the percentage of patches in which at least one SAC was observed



(termed active patches) was not different between the two genotypes, suggesting that the reduced
SAC activity (NPo) in SRF*™° myocytes is due to either a lower number (N) of SACs in active
patches, or to a reduced probability of opening (Po) of SACs in these active patches. The
significantly lower activity in SRF*™ cells suggests that the number of active channels in these
patches might be reduced. Furthermore, inside-out experiment suggests that a cytoskeleton-
independent regulation of SACs by SRF might also be present. Those results suggest a relation
between SACs and SRF in MT. We also found that actin filaments polymerization was altered in
mice lacking SRF in SMCs (Figure 3). This finding is consistent with previous studies on adult
cardiac and visceral smooth muscle cells lacking SRF***. Thus, the decrease in MT found in
SRF*™° mice could be due, at least in part, to this decrease in actin polymerization and filamin
content. This is in agreement with a previous study showing that the inhibition of actin
polymerization with cytochalasin D inhibited the development of MT".

The mRNA expression of several genes involved in smooth muscle cell contraction was also
alterated in SRF*™° mice. In addition, both MLCK, and myosin light chain mRNA and protein
levels were decreased in arteries from SRF*™° mice. These proteins are involved in myogenic
tone but also in the contractions induced by the pharmacological agents, phenylephrine and
U46619. As phenylephrine- and U46619-induced contractions were not modified by the SRF
deletion in VSMCs we further analyzed the pathways potentially involved in the contractions.

We thus measured the activity of the two MAP-kinase ERK1/2 and p38, both potentially
involved in arterial contractility but not involved or minimally involved in MT. ERK1/2 activity
was not affected by the absence of SRF in tail arteries. This is consistent with our previous study
showing that ERK1/2 is not involved in MT>*. On the other hand, we found that the ratio of
phospho-p38/p38 was increased in SRFS™ arteries. Interestingly, FAK expression, an upstream

activator of P38 is also significantly increased in SRF™° arteries, although the ratio of



phosphorylated FAK/FAK is only slightly increased in SRF*™° SMCs due to the high level of
FAK. We have previously shown that the angiotensin II increases phosphorylation of FAK and
P38 in VSMCs® and that P38 is strongly involved in U46619-induced contraction®™ but
minimally involved in MT. Furthermore, p38 inhibition with SB203580 attenuated
phenylephrine- and U46619-induced contraction without significantly reducing MT in arteries

FS™k° mice

from SRF*™° mice. These findings suggest that increased FAK and p38 activity in SR
could reflect a compensatory mechanism allowing agonist-dependent contraction to remain active
in arteries from SRF*™° mice.

Thus, the present finding provides a novel pathway (SRF-actin-filamin-SAC) involved

selectively in the myogenic tone in a resistance artery.
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LEGENDS OF FIGURES

Figure 1

(A) Pressure-diameter (passive arterial diameter and myogenic tone) and (B) contraction induced
by phenylephrine and U46619, relationship determined in resistance arteries. Arteries were

isolated from control and SRF*™°

mice 14 days after tamoxifen injection.
Values are mean+=SEM.

*p<0.05, SRF*™° arteries compared to control arteries.

Figure 2
Mean SAC activity (NPo), recorded in cell-attached patches and inside-out configuration, as a

function of pressure in WT and SRF*™° VSMCs

Figure 3

Fsmko

(A) G and F actin staining in caudal resistance arteries from control and SR mice.

F and G actin levels were quantified by image analysis.
(B) Co-staining of SRF(blue)-Actin F(red) and Filamine A (blue)-Actin F(red) (Figure 3B) on

isolated cells from WT and SRF™° mice.

*p<0.05, control versus SRF™.

Figure 4

Fsmko

RNA and protein expression levels in caudal resistance arteries from control and SR mice.

*p<0.05, control versus SRF*™° (n=6 per group)



Figure 5

(A) Protein expression levels of MAP Kinase p38 and phosphorylated form Pp38 in resistance
arteries from control and SRF™* mice.

(B) Contraction induced by phenylephrine and U46619 determined after MAP Kinase p38

FS™k mice.

inhibition in resistance arteries. Arteries isolated from control and SR
Values are mean + SEM.

*p<0.05, control versus SRF*™° (n=6 per group)

Supplemental data:

Figure S1

Left: Calcium induced contractility in tail arteries from wild type (WT) and SRF*™° mice.
Right: Baseline calcium concentrations (in nM) in freshly dissociated smooth muscle cells from
SRF*™° and WT mice.

Values are mean + SEM.

Figure S2

(A) contraction induced by phenylephrine and U46619; (B) Pressure-diameter (passive arterial
diameter and myogenic tone) relationship determined in resistance arteries. Arteries were isolated
from control and SRF®™ mice.

Values are mean + SEM,

Fsmko

*p<0.05, control versus SR (n=6 per group)
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Fig. 3
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Fig. 4 Gene expression
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Fig. 5
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RESULTATS
Résumé :

Le Sildénafil est un vasodilatateur utilis¢ dans le traitement de 1’hypertension artérielle
pulmonaire (HTAP). Cet inhibiteur de la phosphodiestérase de type 5 entraine une augmentation du
GMPc activant ainsi la protéine kinase G (PKG), qui phosphoryle ses diverses cibles provoquant
une vasodilatation. Une des cibles de la PKG est la petite protéine G RhoA. La phosphorylation de
RhoA par la PKG empéche sa translocation a la membrane et donc inhibe ’activation de ces
effecteurs tels que la Rho-kinase. Le rdle de la voie RhoA/Rho-kinase dans le TM n’étant plus a
démontrer, il était intéressant pour nous d’étudier quel serait I’effet d’une inhibition chronique de
cette voie sur la mécanotransduction vasculaire ainsi que les conséquences engendrées par 1’arrét de
ce traitement.

Cette étude a été effectuée sur des rats Wistar traités avec du Sildénafil (25mg/kg/j) pendant
18 jours. Les parameétres physiologiques ont été¢ mesurés in vivo par télémétrie, et des études ex vivo
et in vitro sur des artéres mésentériques ont été effectuées avant, pendant et apres le traitement.

L’étude in vivo a mis en évidence une diminution des pressions artérielles systolique et
diastolique, durant le traitement, respectivement de -5,73+0,23% et -3,08+0,24% par rapport a la
pression de base. L’arrét du traitement engendre une augmentation rapide de pression
(+10,11£0,25% pour la pression systolique et de +9,17+0,41% pour la pression diastolique).
L’étude histomorphométrique révele la mise en place d’un remodelage expansif hypertrophique
durant le traitement qui persiste apres la fin du traitement. L’analyse de la réactivité vasculaire
montre une augmentation des réponses a la phényléphrine et au KCI des artéres de rats traités, alors
que le TM est inférieur a la normale durant le traitement et plus élevé a I’arrét. Cette étude a été
complétée par une analyse biochimique montrant la surexpression de RhoA. L’utilisation d’un
inhibiteur de la Rho-kinase (Fasudil ; 40mg/kg/j) lors de I’arrét du traitement au Sildénafil atténue
le pic de pression.

La levée de I’inhibition de RhoA par le Sildénafil lors de I’arrét du traitement provoquerait
une augmentation de la quantité et de la disponibilité de RhoA, conduisant ainsi a une suractivation
de cette voie. L’hypertension engendrée par ’arrét du traitement résulte d’une augmentation du TM
associée a une hypercontractilit¢ vasculaire. L’existence d’un tel effet dit « effet rebond »
consécutif a ’arrét d’un traitement au Sildénafil pourrait étre un facteur de risque lors de traitement

de ’HTAP, cependant I'utilisation de fasudil permettrait en partie de contrecarrer cet effet rebond.
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INTRODUCTION :

L'Hypertension Artérielle Pulmonaire (HTAP) est une pathologie touchant environ 2000 cas
en France par an et dont on ne connait pas la cause. Cette pathologie touche les adultes jeunes
(entre 20 et 40 ans, et plus particulierement les femmes) et se caractérise par une
augmentation de la pression a l’intérieur des artéres pulmonaires. Cette augmentation de
pression résulte d’une vasoconstriction exacerbée et se caractérise par un épaississement tres
important de la paroi des artérioles pulmonaires. Ce remodelage artériel pulmonaire,
consistant en 1’obstruction du vaisseau par la prolifération des cellules musculaires lisses et
endothéliales, représente la principale cause de I'HTAP'. Progressivement, les résistances
vasculaires pulmonaires augmentent, ce qui conduit & une insuffisance cardiaque droite
pouvant dans les cas extrémes entrainer la mort. La diminution de la biodisponibilité du NO,
puissant vasodilatateur endogene, semble étre un facteur important dans la mise en place de
’HTAP?. 1l a été démontré que la diminution de NO, au niveau de cultures de cellules
endothéliales humaines en condition d’hypoxie, était causée par la voie RhoA/Rho-kinase”.
L’inhibition de la Rho-kinase au niveau de différents modéles d’HTAP prévient le
développement du remodelage vasculaire ainsi que de 1’élévation de la pression artérielle
pulmonaire™ >,

Le tonus vasculaire induit par la pression (tonus myogénique ; TM) est une
caractéristique des artéres de résistance. Ce mécanisme contractile joue un rdle important
dans la régulation du diamétre vasculaire. Le TM, comme les contractions induites par
I’activation de récepteurs, nécessite une dépolarisation membranaire et une entrée de
calcium®. Cependant, la sensibilisation au calcium de 1’appareil contractile tient une place
plus importante dans le cas de la contraction myogénique’. Rho-kinase a un réle majeur dans
le processus de sensibilisation au calcium. Comme décrite précédemment, la translocation a la
membrane de la protéine RhoA, induite par une augmentation de pression, est nécessaire a
I’activation de la Rho-kinase et au développement du TM. Un inhibiteur de cette translocation
aurait alors un effet sur le développement de la contraction myogénique.

Le Sildénafil (Viagra®) est une molécule hypotensive couramment utilisée dans le
traitement de 'HTAP car il mime les effets vasodilatateurs du NO et inhibe la voie
RhoA/Rho-kinase. Son effet inhibiteur sur la phosphodiestérase de type 5 (PDES), conduit a
une inhibition de la dégradation de la guanosine monophosphate cyclique (GMPc) et donc a
une augmentation de ’activité de la PKG, provoquant alors une relaxation du muscle lisse
vasculaire. De plus, cet effet est potentialis€ du fait que I’activation de la PKG favorise

I’accumulation cytoplasmique de RhoA, entrainant alors une baisse de son activit¢®’. Cet



effet vasodilatateur entraine une augmentation du flux sanguin et permet une meilleure
perfusion des organes, ce qui a valu au Sildénafil une place importante dans le traitement des
troubles de I’érection. Les circonstances d’utilisation de cette molécule peuvent nécessiter des
traitements a long terme, or 1’effet d’un traitement chronique augmentant le flux sanguin a
potentiellement des conséquences sur la structure et la réactivité vasculaire.

A travers cette étude nous avons cherché a analyser les conséquences vasculaires d’un

traitement au Sildénafil et de son arrét sur la réactivité et la structure des artéres de résistance.



MATERIEL ET METHODES

Cette quatrieme étude a été effectuée sur des rats Wistar de 9 semaines, gavés avec cet

inhibiteur de la PDES (25mg/Kg/j) pendant 18 jours. Les paramétres physiologiques

(pressions systolique et diastolique, fréquence cardiaque) de ces animaux ont ét¢ mesurés en

télémétrie avant, pendant et apres un traitement avec du Sildénafil.

Mise en place
des transmetteurs

Protocole de télémétrie Arrét
fasudil
j29
| X
| | -
j-15 j0 j7 j24 j33
Début de Début du Arrét du Arrét de
I’enregistrement gavage gavage I’enregistrement
(25mg/kg/) avec ou sans
fasudil

Des études fonctionnelles, biochimiques et histomorphologiques ont été effectuées sur

les artéres mésentériques prélevées sur une autre série de rats Wistar du méme age traité avec

du Sildénafil pendant 18 jours .Un premier groupe a été sacrifié a 1’arrét du traitement, et un

deuxieme groupe le lendemain. Ces animaux ont été anesthésiés par inhalation d’isoflurane

puis euthanasiés par inhalation de CO; afin de pouvoir prélever le mésentére.

Protocole pour les études ex et in vivo

j0
Début du

gavage
(25mg/kg/j)

i17
Arrét du
gavage
+
Sacrifice du
1¢r groupe
d’animaux

j18
Sacrifice du
2¢me oroupe
d’animaux



> Mesure des paramétres physiologiques en Télémétrie

Cette technique permet de mesurer, en continu et pendant des périodes relativement longues,
les différents paramétres hémodynamiques d’animaux vigiles (pression systolique,

diastolique, fréquence cardiaque).
Implantation du transmetteur

Les rats sont anesthésiés avec de I’isoflurane. De la Buprénorphine (Tamgesic®, 0,3 mg/ml;
0,4 mg/kg) est injectée comme analgésique avant I’opération. Une laparotomie est effectuée
dans des conditions aseptisées et le cathéter du transmetteur (model TL11M2C50-PXT; Data
Science International) est inséré dans I’aorte abdominale juste au dela de 1’artére rénale afin
de mesurer en continu la pression artérielle et la fréquence cardiaque. Le cathéter est fixé dans
I’aorte a I’aide d’un petit morceau de tissu adhésif (3M Vetbond). Le transmetteur est placé

dans la cavité péritonéale et est fixé a la paroi de 1’abdomen par des sutures.
Post-opératoire

Durant les trois jours suivant I’opération, de 1’ibuproféne pédiatrique (Advil®) est
utilisé comme analgésiant dans 1’eau de boisson. Les rats ne seront utilisés que 14 jours apres
I’opération afin de leur permettre de se remettre de 1’intervention. Ils sont placés dans des
cages individuelles durant les 5 jours suivant I’implantation puis ils sont répartis a deux par

cage avec un rat du méme age non-opéré.

Transmetteur inséré dans
I’aorte abdominale

Transmission par\,

radiofréquences

Récepteur

Schéma du systéme d’enregistrement en télémétrie.

Enregistrement

Les cages sont placées sur des récepteurs et les transmetteurs sont activés. La pression

sanguine, la fréquence cardiaque, la température corporelle et 1’activité des animaux sont



mesurées a une fréquence d’une par minute par un systéme d’acquisition : Dataquest
telemetry system (Data Science International). L’enregistrement commence 5 jours avant le
début du traitement, il se poursuit pendant les 18 jours de traitement et se termine 14 jours
aprés I’arrét du traitement. Durant toute la période d’enregistrement, les cages sont placées
dans des armoires ventilées facilitant ainsi le controle de la température ambiante (24 + 1°C)

et du cycle jour/nuit (12 heures).

> Mesure du diamétre artériel par artériographie (pressure-myography)

L’utilisation de cette technique permet de placer un vaisseau dans des conditions
maitrisées de flux et de pression afin d’étudier la réactivité vasculaire en réponse a des
variations de ces deux paramétres'’. Un segment d’artére mésentérique est isolé puis canulé in
vitro dans un artériographe. Ce segment est visualisé sur un moniteur relié & un systéme
d'analyse d'images qui permet de mesurer le diamétre interne du vaisseau''. Le débit est
contrdlé par une pompe située en amont du vaisseau (pompe 1). La pression est mesurée en
amont (P1) et en aval (P2) du vaisseau. La pression moyenne entre P] et P2 est contrdlée par
un systeéme de servo-contrdle régulant la pompe n°2.

Les artéres sont plongées dans un milieu physiologique (PSS), a pH 7,4 de
composition suivante : 135mM NaCl; 15mM NaHCO3; 4,6mM KCI; 1,5mM CaCl2;
1,2mM MgSO4 ; 11mM glucose ; 10mM N-2-hydroxy-ethylpiperazine-N-2-ethylsulfonic
acid (HEPES), bullé en permanence avec un mélange de 75% 02, 20% N et 5% CO2 et
maintenu a 37°C.

Chaque expérience débute par un test de 1’état des artéres en utilisant une solution
riche en potassium (80 mmol/L, 80K PSS). Puis 1’état de la media est testé par 1’utilisation
d’une monodose de phényléphrine (10°M) et 1’état de I’endothélium par une monodose
d’Acétylcholine (10°M). Les artéres utilisées ont toutes une dilatation en réponse a
I’ Acétylcholine supérieure a 80%.

- La relation pression-diametre est étudiée sur des artéres mésentériques soumises a
des paliers de pression de 10 a 150mmHg en absence de flux. Le diamétre mesuré a chaque
palier de pression correspond au diamétre actif de I’artére.

- A la fin de chaque expérience, l'artére est soumise au nitroprussiate de sodium (10
M), & la papavérine (10*°M) et a de ’'EGTA 2 mM dans un milieu dépourvu de calcium
permettant ainsi de mesurer le diameétre du vaisseau totalement dilaté (propriétés passives du
vaisseau). Le produit de la différence entre ce diamétre passif et le diameétre actif correspond

au tonus myogénique de 1’artére.



Analyse Acquisition Analyseur
de données de données d’images

Microscope
+Caméra [
vidéo

PSS superfusion

Pompe n°1 Capteur de : Segment d'artére Capteur de Pompe n°2
pression 1 —I'\‘ / pression 2

PSS 37°C

Pipettes en verre Fos superfusion

Servo-contréle
de pression

Schéma représentant une cuve d’artériographie dans laquelle

une artére est canulée et mise sous pression entre deux pipettes de verre.

Intéréts : Ce montage permet de placer le vaisseau dans des conditions physiologiques
(température, pH, pression, flux) en s’affranchissant des afférences sympathiques. Il nous
permet aussi de faire varier indépendamment la pression et le débit intraluminal afin de
pouvoir déterminer la réponse des artéres soumises séparément a chacun de ces stimuli

mécaniques.

> Mesure de la réactivité vasculaire par myographie (Wire-mvography)

Aprés dissection, les segments d’artéres mésentériques (2mm) sont isolés'? et placés dans
un myographe. Deux fils de tungsténe, de 40um chacun, sont insérés dans la lumiére du
vaisseau. L’un d’eux est relié a un support dont la position peut étre modifiée grace a un
micrometre. L autre fil est relié a un capteur de force (jauge de contrainte, mesure de force
isométrique) reli¢ a un amplificateur et a un systeme d’acquisition et de traitement de
données. Chaque segment plonge dans une cuve de 6ml, maintenue a 37°C et contenant du
PSS composé de 135mM NaCl; 15mM NaHCO3 ; 4,6mM KCI; 1,5mM CaCl2; 1,2mM
MgSO4 ; 11mM glucose. Le pH est de 7.4 et la solution est bullée avec un mélange de 95%

02 et 5% CO2. La solution physiologique est rincée toutes les 20 minutes.
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Anneau d’artére
placé dans un
milieu physiologique

Représentation schématique d’une cuve de myographie ou

un anneau d’artére est monté entre deux fils de tungsténe.

Une fois placées entre les deux fils, les artéres sont soumises a une tension équivalente
a une pression de 90mmHg. Aprés une stabilisation (45 min), chaque expérience débute,
comme en artériographie, par un test de 1’état des artéres en utilisant une solution riche en
potassium (80 mmol/L, PSS 80K). Ensuite, I’état de la media est testé par ’utilisation d’une
monodose de phényléphrine (10°M) et I’état de I’endothélium par une monodose
d’Acétylcholine (10°M). Les artéres utilisées ont toutes une dilatation a 1’Acétylcholine

supérieure a 80%. Suite a cela, la réponse contractile & une concentration croissante de

phényléphrine (10™® & 10°M) a été mesurée.

Intéréts : Cette technique est moins physiologique que I’artériographie mais permet de
soumettre les anneaux vasculaires a différents agents pharmacologiques. La possibilité de

monter plusieurs anneaux en simultané permet de tester plusieurs conditions en méme temps.

> Analyse par Western-blot de I’expression de RhoA.

Préparation des échantillons

Le broyage des artéres mésentériques de rats se fait de fagcon manuelle avec de ’azote
liquide dans du tampon de lyse (1% de sodium dodecyl sulfate, 10 mmol/L de Tris-HCI (pH

7.4), 1 mmol/L d’orthovanadate de sodium et un cocktail d’inhibiteurs de protéases). Les



extraits sont incubés pendant 30 minutes a 4°C et sont ensuite centrifugés a 14 000g pendant
15 minutes a 10°C. Aprés avoir récupéré le surnageant, les protéines sont dosées selon la

méthode de Pierce (Micro BCA Protein Assay Kit, Pierce Biotechnology).

Dépot et migration

Chaque échantillon est complémenté par 70% de tampon Laemmli. Aprés 5 minutes
de dénaturation a 95°C, 25 ug de chaque échantillon sont déposés sur un gel de
polyacrylamide 9% placé dans un systéme d’électrophorése. Aprés migration, les protéines

sont transférées pendant 1H30 (100V, 4°C) sur une membrane de nitrocellulose (Amersham).

Hybridation

Les membranes sont ensuite saturées pendant 1H30 a température ambiante avec 5%
de poudre de lait ou de BSA (Bovin Serum Albumin) dans du TBS-T (20 mmol/L Tris ; pH
8,0 ; 150 mmol/L NacCl et 0.1% Tween-20). Selon le protocole, les membranes sont incubées
toute la nuit a 4°C dans le méme milieu que celui de saturation en présence d’un anticorps
primaire dirigé contre RhoA (1/500; sc418 ; Santa cruz). Puis les membranes sont rincées
dans du TBS-T (3 lavages de 10 minutes) et incubées a température ambiante pendant 1H30
avec un anticorps secondaire couplé a la peroxydase HRP dirigé contre les anticorps de souris

(1/20000 ; Sigma).

Révélation

Substrat
chimiluminescent

Anticorps 11" @
Lumiérg
Anticorps i

PLLSEHLLLS AL

Membrane

Schéma du mécanisme de révélation des immunocomplexes

Apres 3 lavages de 10 minutes dans du TBS-T, les immunocomplexes formés sont
détectés par chimiluminescence (SuperSignal West Femto, Pierce) en utilisant un systéme
d’imagerie (Fuji LAS 3000 plus; Fuji Medical System). La quantification se fait par analyse

densitométrique’’. Les résultats obtenus sont normalisés par rapport a la p-actine.



> Mesure de la quantité de GMPc¢ plasmatique par ELISA

Préparation des échantillons

Le dosage du GMPc a été effectué sur des segments d’aortes de rats non traités, traités
et apres ’arrét du traitement par du Sildénafil. Les aortes sont broyées dans 1’azote avec un
pilon. Aprés broyage, chaque échantillon est pesé.

Les échantillons sont placés dans la glace et on y ajoute une solution d’acide
Trichloracétique (TCA) 5% a la proportion de 100ul pour 10mg de tissu. Les échantillons
sont ensuite centrifugés 5 secondes pour ramener le broyat dans le fond.

Les échantillons sont de nouveau broyés a 1’aide d’un polytron dans la glace puis ils
sont centrifugés a 1500g pendant 15 minutes a 4°C.

Les surnageants sont récupérés et il faut ensuite extraire le TCA. Pour cela, 5 volumes
d’éther saturé sont rajoutés au surnageant, I’ensemble est agité pendant 10 secondes puis il
faut laisser les différentes phases se séparer. La phase supérieure correspondant a 1’éther et au
TCA est alors enlevée. Cette étape doit étre répétée deux fois.

Pour finir les restes d’éther sont ¢liminés en chauffant pendant 5 minutes a 70°C, puis
les échantillons sont transférés dans des tubes propres et évaporés de nouveau a 60°C sous

flux d’azote.

Dosage en ELISA

L’ELISA a ét¢é fait selon le protocole du kit « Cyclic GMP EIA Kit » (ref 5811021) de
chez CAYMAN Chemical.

> Histomorphométrie

L’étude histomorphométrique a ¢été effectuée sur des artéres mésentériques,
préalablement montées en artériographie, comme décrit précédemment, et complétement
relachées dans une solution de physiologique (PSS) sans calcium et contenant 2mM d'EGTA,
de la papavérine (100 uM) et du nitroprussiate de sodium (10 pM). Aprés 10 minutes
d’incubation, ces vaisseaux sont fixés par une solution de formaldéhyde (4%) a une pression
de 75 mmHg. Aprés 10 minutes de fixation, les artéres sont incluses dans un milieu de
montage (Tissu-Tek, Miles, Inc) et congelées dans de 1’isopentane préalablement refroidit
dans de I’azote liquide'*.

Des coupes transversales de 7um ont ensuite été effectuées a 1’aide d’un cryocut
(Leica CM3050S). Apres les avoir séchées, les lames sont plongées dans des bains successifs.

Un bain d’orcéine de 15 minutes permet la coloration des fibres élastiques. Un bain d’1



minute dans de I’eau lithinée permet de bleuir les noyaux. Pour finir, aprés une déshydratation
de 5 minutes avec de 1’alcool absolu suivie de 3 bains (1 min) de toluéne, le montage entre
lame et lamelle est fait avec du milieu DPX. La mesure du diamétre et de I’épaisseur de la
média est permise par une analyse morphométrique a I’aide d’un programme d’analyse

. 14
automatique .

> Analyse Statistique :

Les résultats sont exprimés en moyenne =+ erreur standard (sem). Une différence
significative entre deux groupes est déterminée par analyse de variance : ANOVA deux voies
sur les courbes entieres, ou ANOVA une voies suivie par un test de Bonferroni. Une valeur de

P inférieure a 0,05 est considérée comme significative.



RESULTATS :

Nous avons tout d’abord mesuré, par télémétrie, les pressions artérielles systolique
(PAS) et diastolique (PAD) de rats Wistar avant (de -5 a -1 jours), pendant (de 0 a 18 jours)
et apres (a partir de 19 jours) un traitement avec du Sildénafil (25mg/kg/j).

Ces mesures nous ont permis de voir (Figure 1) qu’un traitement prolongé avec du
Sildénafil entrainent une diminution des pressions systolique et diastolique (Figure 1A et 1B)
en accord avec I’effet hypotenseur du Sildénafil. Cependant, aprés 18 jours de gavage, I’arrét
de ce traitement provoque une augmentation significative de la pression artérielle dont le
niveau est supérieur a celui avant traitement (Pic). Ce pic se maintient pendant quatre jours
avant un retour progressif a la normale. Durant ce pic, la fréquence cardiaque diminue (356,5
+ 8,2 battements/min a la Fin versus 330,2 += 3,4 battements/min au Pic) sans aucune
modification de la taille du cceur. Cette bradycardie illustre donc 1’activation du baroréflexe

en réponse a une augmentation de pression artérielle, résultant d’une hausse des résistances

périphériques.
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Figure 1 : Variations de la pression artérielle

Mesure de la pression systolique (A) et de la pression diastolique (B) en télémétrie sur des rats Wistar
avant, pendant (Début<>Fin) et apres (Pic) un traitement de 18 jours au Sildénafil (25mg/kg/j).
Chaque point correspond a la moyenne des valeurs prises toutes les minutes pendant 24h. Chaque
point est exprimé en pourcentage de variation rapporté a la pression de base (avant traitement).

*=p <0,05; N=6: Rats pendant ou apres traitement comparés aux rats non traites.



Diamétre (um)

Afin de donner une explication a cette augmentation de pression, nous avons

recherché I’origine de cette augmentation des résistances périphériques.

Dans un premier temps, nous avons analysé la structure des artéres mésentériques de
rats traités ou non avec du Sildénafil. La mesure du diamétre interne des vaisseaux pressurisés
ainsi qu’une analyse histomorphologique des artéres mésentériques, par une coloration a
I’orcéine, a révélé une augmentation du diamétre vasculaire (remodelage expansif) suite & un
traitement au Sildénafil (Figure 2A), accompagnée d’une hypertrophie de la paroi vasculaire

(Figure 2B).
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Figure 2 : Modifications structurales des artéres mésentériques, de 1° et 3°™ ordre.

(A) Le diametre interne passif, d’artéres mésentériques de rats wistar traités (Fin + Pic) ou non (CT)
avec du Sildénafil (25mg/kg/j), a été déterminé en artériographie. Chaque artére est soumise a
différents paliers de pression (10 a 150 mmHg) dans un milieu physiologique dépourvu de calcium et
contenant de I’EDTA (2 mmol/L) et du nitroprussiate de sodium (10 umol/L). (B) Mesure de la
surface de la média par une coloration a [’orcéine de coupes transversales d’artéres pressurisées et
fixées a 75 mmHg.

*=p<0,05; N=9: Arteres de rats traités comparées aux artéres contréles de méme ordre.



Nous nous sommes ensuite intéressés a la réactivité de ces artéres en réponse aux
stimuli vasoconstricteurs de différente nature. Pour se faire nous avons utilisé les techniques
de myographie et d’artériographie. Cela a mis en évidence que la contraction des arteres
mésentériques de rats en réponse au KCI (80 mM ; Figure 3A) ou a la phényléphrine (Figure
3B) était significativement augmentée pendant (Fin) et apres le traitement (Pic) au Sildénafil
par rapport aux rats non traités (CT). Le TM est diminué chez les rats durant le traitement par
rapport aux controles. Par contre, a I’arrét du traitement, le TM est plus élevé que chez les rats
contrdles ou sous traitement (Figure 3C). De plus, des artéres mésentériques de 1% ordre,

dépourvues de TM chez les rats contrdles et traités, développent un TM a l’arrét du

traitement.
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Figure 3 : Réactivité vasculaire des artéres mésentériques de 3°" ordre.

(A) Mesure en myographie de la vasoconstriction induite par une solution riche en potassium (KCI :
80 mmol/L) sur des arteres de rats avant (CT), pendant (Fin) et aprés (Pic) un traitement avec du
Sildénafil (25mg/kg/j). (B) Courbe concentration-réponse a la phényléphrine (PE : 10° a 107 mol/L)
dans les trois mémes conditions. (C) Mesure en artériographie des changements de diameétre
vasculaire en réponse a des paliers croissants de pression (10 a 150 mmHg).Valeurs en pourcentage
du diamétre passif (% DP ; haut) et en um (bas).

*=p <0,05,; N=9 :Rats traités (Fin et Pic) comparés aux contréles (CT)

#=p <0,05 ; N=9 :Rats pendant le traitement (Fin) comparés a ceux apres le traitement (Pic).



Afin de comprendre plus précisément ces différences de réactivité nous avons
quantifié par western-blot I’expression de protéines telles que RhoA (Figure 4A), et par

ELISA la production de GMPc¢ (Figure 4B).
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Figure 4 : Quantification du GMPc et de RhoA.

(A) Mesure du GMPc plasmatique en Elisa avant (CT), pendant (Fin) et apres (Pic) un traitement
avec du Sildénafil (25mg/kg/j). (B) Mesure de [’expression de RhoA au niveau d’artéres
mésentériques dans les trois mémes conditions.

*=p <0,05,; N=9 :Rats traités (Fin et Pic) comparés aux contréles (CT)

#=p <0,05 ; N=9 :Rats pendant le traitement (Fin) comparés a ceux apres le traitement (Pic).

Comme attendue, la production de GMPc augmente durant le traitement et chute dés
I’arrét alors que le niveau d’expression de RhoA reste ¢élevé. Le maintien d’un niveau élevé de
RhoA lors du pic de pression pourrait expliquer 1’augmentation du TM observée dans les

artéres mésentériques de résistance.

Afin de tester I’implication de la voie RhoA/Rho-kinase dans le développement du pic
de pression, nous avons regardé I’impact de l’utilisation d’inhibiteurs de la Rho-kinase
(Fasudil) lors de I’arrét du traitement (Figure 5). Sous Fasudil, il y a une atténuation

significative du pic de pression.
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Figure 5 : Effet du fasudil sur le pic de pression.

Moyenne des A PAS ou A PAD (en % de la pression initiale) obtenues durant les 4

Jours suivant [’arrét du traitement.
*=p <0,05; N=5: Arrét du traitement en présence de fasudil versus arrét sans

fasudil.



Discussion :

A travers cette étude nous avons mis en évidence que I’effet hypotenseur
caractéristique du Sildénafil est maintenu durant toute la durée du traitement, et qu’il est suivi
d’un surprenant effet hypertenseur transitoire lors de 1’arrét du traitement (effet rebond). Ce
traitement engendre la mise en place d’un remodelage expansif hypertrophique des artéres

mésentériques accompagné d’une augmentation de la contractilité artérielle.

Le remodelage observé lors du traitement au Sildénafil pourrait étre comparé a celui
engendré par une augmentation chronique de flux, comme cela a ét¢ montré avec 1’utilisation
d’un modéle de ligature alternative d’artéres mésentériques'”. Dans le cas d’artéres soumises
a une augmentation chronique de flux, comme c’est le cas lors d’un traitement avec un
vasodilatateur tel que le Sildénafil'®, un remodelage expansif hypertrophique s’effectue avec

une augmentation de la contractilité vasculaire liée a un nombre de CMLs plus élevé.

En présence de I’inhibiteur de la PDES, le TM développé par les artéres mésentériques
de résistance est significativement diminué. Cela peut s’expliquer par I’inhibition de la voie
RhoA par le Sildénafil, via I’augmentation du GMPc et de Dlactivit¢ de la PKG qui
phosphoryle RhoA sur la sérine 188 et induit son maintien dans le cytosol’. L’activité de
RhoA, ainsi que celle de Rho-kinase, serait donc inhibée. Ceci engendre une diminution du
mécanisme de sensibilisation au calcium de 1’appareil contractile ce qui peut expliquer la
diminution du TM. Parall¢lement, le traitement au Sildénafil induit une augmentation de
I’expression de RhoA. Cette surexpression peut résulter de 1’augmentation de I’activité de la
PKG lors du traitement qui a été décrite comme contrdlant positivement 1’expression de
RhoA'"". De plus, la phosphorylation de RhoA au niveau de la sérine 188 par la PKG entraine
une diminution de son activité®® ainsi qu’une diminution de sa dégradation'®via sa

localisation cytoplasmique.

A I’opposé, I’arrét du traitement engendre une nette augmentation du TM pouvant étre
causée par une biodisponibilit¢é de RhoA plus importante due a I’augmentation de son
expression et une levée de I’inhibition par la PKG a I’arrét. Par conséquent, I’augmentation du
TM a l’arrét du traitement pourrait €tre une cause possible de 1’¢lévation de la pression
artérielle. Néanmoins, de nombreuses études'”?’, dont celle sur SRF, ont montré que le T™M
n’est pas forcément impliqué dans la régulation de la pression artérielle systémique. Ce
mécanisme de régulation local intervient plutot dans le maintien d’une perfusion optimale des
organes, alors que la pression artérielle est majoritairement régulée par le systéme

sympathique et le systéme rénine-angiotensine. Le TM pourrait intervenir, au moins en partie,



a coté de I’hypercontractilité provoquée par le remodelage hypertrophique engendré par le
traitement. Durant le traitement, la part de relaxation tient une place plus importante, ce qui se
traduit par une hypotension. Cependant, a I’arrét du traitement, il y a une perte de 1’effet
vasodilatateur du Sildénafil avec un maintien du remodelage hypertrophique et de
I’hypercontractilité, pouvant expliquer une augmentation de la pression artérielle. L’¢lévation
du TM ajoutée a cette hypercontractilit¢ vasculaire conduirait a une augmentation des

résistances périphériques, provoquant I’augmentation de la pression artérielle.

Cette étude montre clairement que I’utilisation du Sildénafil comme hypotenseur a les
effets escomptés lors d’un traitement chronique. Cependant, I’effet rebond hypertenseur
observé a I’arrét du traitement pourrait étre préjudiciable dans le cas de patients souffrant
d’HTAP. La compréhension de cet effet rebond comme pouvant résulter d’une suractivation
de RhoA permettrait d’avoir des cibles thérapeutiques potentielles. Les résultats préliminaires
obtenus avec un traitement au fasudil, inhibant I’effet rebond, sembleraient confirmer
I’intervention de la voie RhoA/Rho-kinase dans ce phénomene, et pourrait illustrer un moyen

de pallier a cette hypertension post-traitement.

Néanmoins ces résultats restent a étre complétés par différentes approches comme :

- ’analyse de 1’évolution du remodelage vasculaire apres I’arrét du traitement. La réversibilité

du remodelage pourrait participer au retour progressif de la pression a la normale.
- la mesure de I’activité de RhoA en quantifiant sa forme liée au GTP.

- la quantification de RhoA phosphorylée sur la sérine 188 afin de mettre en évidence la

régulation de cette protéine par la PKG, ainsi que la levée de I’inhibition lors de I’arrét.

- I’étude de P’activité de Rho-kinase et du mécanisme de sensibilisation au Ca*" de 1’appareil

contractile par la mesure de 1’état de phosphorylation de la sous-unit¢ MYPT1 de la MLCP.

- I’analyse de la réactivité de différents types de vaisseaux afin de voir si seules les arteres de

résistance sont affectées.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Le tonus myogénique est un mécanisme primordial dans la régulation des débits sanguins
locaux. Cette propriété des artéres de résistance leur confere la capacité de maintenir une perfusion
optimale des différents organes, permettant ainsi le bon fonctionnement de I’organisme. Cette
contraction myogénique implique 1’ouverture de canaux mécanosensibles lors d’une augmentation
de pression, engendrant des influx cationiques qui conduisent a une dépolarisation. Il en résulte une
augmentation de la concentration en Ca’" intracellulaire, et une activation de différentes voies de
signalisation conduisant, entre autres, a une sensibilisation au Ca®" de D’appareil contractile
responsable de la contraction des CMLs. Comme nous avons pu le voir dans 1’introduction, les
¢léments intervenant dans le développement du TM sont nombreux et divers (canaux, protéines
kinases, protéines G...), néanmoins ils sont loin d’étre tous connus. Les vaisseaux étant soumis en
permanence a des variations de pression, la compréhension de la transmission de ce signal
mécanique ainsi que l’identification des ¢éléments le régulant sont fondamentales. De plus, les
modifications du TM observées lors de pathologies comme 1’hypertension et le diabéte font de lui
une cible thérapeutique potentielle.

Mon travail de thése avait pour objectif d’apporter des connaissances supplémentaires sur
cet aspect important de la physiologie vasculaire. Connaissant la place importante de Rho-kinase
dans le développement du TM par son rdle dans la sensibilisation au Ca>* de 1’appareil contractile,
nous nous sommes focalisés sur les éléments pouvant se trouver en amont ou en aval de cette voie,
dans le développement du TM.

Ainsi, nous avons pu mettre en évidence que I’intervention de la voie RhoA/Rho-kinase
dans le TM implique :

oune localisation cellulaire précise de RhoA, afin d’intéragir avec la cavéoline-1 et d’activer ses
effecteurs tels que Rho-kinase.

ol’intervention de Notch3 en tant que mécanosenseur régulant ’activation de RhoA par la
pression.

oune intervention du facteur de transcription SRF, régulant la sensibilité a la pression de la
CMLYV modifiant alors le TM.

oune modification du TM pendant et aprés un traitement chronique avec du Sildénafil.

Nos premiers résultats mettent en évidence le mécanisme d’activation de la petite protéine G
RhoA lors d’une augmentation de pression. Cette protéine, qui oscille entre une forme active (liée
au GTP) et inactive (liée au GDP), nécessite une translocation et un ancrage a la membrane pour
son activation et celle de ses effecteurs, tels que Rho-kinase. Lors d’une augmentation de pression,
la translocation membranaire et I’association de RhoA avec la cavéoline-1 au niveau de la

membrane plasmique des cavéoles, sont des conditions nécessaires a ’activation de Rho-kinase et
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

au développement d’une contraction. Ainsi, la caveoline-1 apparait ici comme un activateur de
RhoA, alors que généralement elle intervient en tant qu’inhibiteur de fonctions moléculaires comme

422 La déstructuration des

celles des protéines kinases src’’ et de la NO synthase endothéliale
cavéoles par I’extraction du cholestérol avec de la métyl-B-cyclodextrine atténue le TM. Cette partie
de nos résultats montre que les cavéoles, riches en caveoline-1, interviennent dans Ia
mécanostransduction de la pression.

L’importance de la cavéoline-1 dans le TM a été confirmée au niveau des artéres cérébrales de
souris*”. Ces auteurs montrent que ’absence de cavéoline-1 provoque une diminution de la
dépolarisation induite par la pression, ainsi que les influx calciques qui en découlent, ce qui
engendre une réduction de la contraction. Cette diminution de la dépolarisation pourrait venir d’une
augmentation de 1’activité des canaux K¢, De plus, il a ét¢ montré qu’une dépolarisation stimule
RhoA et induit sa translocation & la membrane**. Ainsi, la cavéoline-1 aurait un effet sur I’activité

de RhoA via leur interaction, mais aussi via son effet sur la translocation de RhoA a la membrane

en régulant la dépolarisation.

Dans cette optique d’un lien structure-fonction, nous avons mis en évidence, dans notre
deuxieme étude, I'intervention de Notch3 dans 1’élaboration du TM au niveau des artéres de
résistance. L’absence de ce récepteur induit une diminution du TM et une augmentation de la
dilatation au flux. Ces résultats sont en miroir avec ceux obtenus dans une étude précédente,
montrant une augmentation du TM et une diminution de la dilatation au flux lors d’une
surexpression d’un récepteur Notch3 muté'*.

Ce récepteur, impliqué dans la maladie CADASIL, intervient spécifiquement dans la structure de
ces vaisseaux (artéres caudales et cérébrales uniquement). L’absence de Notch3 induit une
diminution du TM corrélée a une inhibition de 1’activité de RhoA et de la phosphorylation des
chaines légeres de la myosine. Notch3 apparait ici comme un régulateur du TM présent en amont de
la voie RhoA/Rho-kinase. Le lien existant entre Notch3 et cette voie n’est pas connu, mais il est
clair que les voies faisant intervenir les intégrines, FAK, ERKI1/2 ou la MAP Kinase p38
n’interviennent pas dans ce mécanisme de régulation. L’absence d’effet de la délétion de Notch3
sur les réponses contractiles a la phényléphrine, a I’angiotensine II ou au thromboxane A2, montre
que seule la voie RhoA/Rho-kinase activée par la pression est modulée par Notch3. RhoA apparait
donc comme 1’élément responsable de 1’effet modulateur de Notch3 sur le TM. RhoA intervient
aussi dans ’assemblage des sites d’adhésion focaux*>, ainsi que dans la structure cellulaire via son
effet sur I’assemblage des complexes d’intégrines. De plus, RhoA joue un réle important dans la
mise en place et le maintien des liaisons cellule-cellule formées par les E-cadhérines, son inhibition

entraine la dislocation de ces structures**®. Cela suggére que ’effet d’une délétion de Notch3 sur la
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structure vasculaire résulterait aussi de la diminution de ’activit¢ de RhoA. L’absence d’effet de la
délétion de Notch3 au niveau des artéres de conductance, développant peu de TM, renforce
I’importance de la voie Notch3/RhoA dans le TM. Nous avons aussi montré qu’en fonction du lit
vasculaire étudié, I’intervention de Notch3 est différente, expliquant ainsi que des pathologies qui
affectent I’expression de Notch3 ciblent des vaisseaux différents. Par exemple, lors de notre étude,
nous avons remarqué que la délétion de Notch3 n’affecte ni la structure ni la réactivité des arteres
mésentériques de résistance. Cette observation est en accord avec les observations
histopathologiques réalisées sur les souris surexprimant le récepteur Notch3 (modele de maladie
CADASIL) : en effet, dans ce modéle, seules les artéres cérébrales et caudales sont affectées'”.
Cette différence de role de Notch3 en fonction du lit vasculaire est aussi illustrée par une étude
montrant 1’association entre une surexpression de Notch3 et le développement de I'HTAP
humaine*”’. Au niveau d’artéres pulmonaires normoxiques, Notch3 aurait plutét un effet dans le
remodelage vasculaire plutdt que dans le tonus vasomoteur. La voie Notch3 intervient donc
différemment au niveau du territoire concerné. C’est une voie complexe dont nous venons
d’apporter un nouvel élément qu’est RhoA. Cependant le lien entre ce récepteur et la petite protéine

G est loin d’étre élucidé, cela nécessite d’autres études.

La troisiéme partie de nos résultats illustre le role spécifique de SRF dans le développement
de la réponse myogénique a la pression. L’absence de ce facteur de transcription, qui cible de
nombreux geénes spécifiques des CMLs, engendre une altération du TM via I’inhibition des canaux
mécanosensibles, une altération du cytosquelette, et une diminution du niveau d’expression
d’éléments majeurs du systéme contractile comme la MLCy, et sa kinase (MLCK). Le maintien des
contractions en réponse aux agents pharmacologiques, tels que le thromboxane A2 et la
phényléphrine, révele la mise en place d’un mécanisme compensatoire auquel la suractivation de la
MAPK p38 participe. Cette MAPK intervient de maniére plus importante dans ces contractions en
absence de SRF.

Sachant que 1’absence de SRF entraine une diminution de la sensibilité des canaux mécanosensibles
associée soit a une diminution de leur nombre soit a une diminution de leur probabilité d’ouverture,
on peut supposer que cela soit inversé dans le cas d’une surexpression ou d’une suractivation de
SRF. Ainsi, pour une pression donnée, 1’activité¢ globale des canaux augmenterait conduisant a une
potentialisation des influx ioniques et de la dépolarisation. Il en résulterait une hypercontractilité.
De plus, sachant que la voie RhoA régule I’activité de SRF (localisation subcellulaire et activité
transcriptionnelle), et que cette voie est stimulée par une augmentation de pression, on peut en
déduire que dans le cas d’une stimulation a long terme de la voie RhoA par une augmentation de

pression, SRF serait suractivé. Cela menerait a une hypercontractilit¢é des CMLs en réponse a la
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Figure 28 : Schéma bilan des voies mises en évidence dans cette thése.

Etude n°1 : L augmentation de pression induit la translocation de RhoA a la membrane ou elle interagit avec la
cavéoline-1, présente au niveau des cavéoles. Cette localisation et cette interaction permettent 8 RhoA d’activer
Rho-kinase et d’induire la contraction en stimulant des voies telles que la polymérisation de I’actine et la
sensibilisation au calcium de I’appareil contractile. L’inhibition de D’interaction Cav-1/RhoA (en violet)
provoque un maintien de RhoA dans le cytosol, une diminution de D’activit¢ de Rho-kinase et du tonus
myogénique.

Etude n°2 : Notch3 régule la voie RhoA/Rho-kinase recrutée lors d’une augmentation de pression. La délétion de
Notch3 (en vert) entraine une diminution de I’activité de Rho-kinase et de son effet inhibiteur sur la MLCP. Il
en résulte une diminution de la phosphorylation des chaines 1égeres de la myosine qui conduit a une altération de
la contraction myogénique.

Etude n°3 : La voie RhoA stimule aussi I’activité du facteur de transcription SRF en induisant sa translocation
dans le noyau ainsi que celle de son cofacteur MAL. De cela, résulte 1I’expression de génes spécifiques des
CMLs. La délétion de SRF (en bleu) entraine I’inhibition de 1’activité globale des canaux mécanosensibles
(diminution du nombre ou de la probabilité d’ouverture) entrainant une diminution de la dépolarisation pouvant
étre a I’origine de I’altération du tonus myogénique. A cet effet s’additionnent une diminution des protéines
contractiles et une altération du cytosquelette.

Etude n°4 : L’utilisation de Sildénafil (en orange) stimule la séquestration de RhoA dans le cytosol entrainant
une inhibition de son activité et donc une diminution de 1’activation de la voie Rho-kinase. L’ arrét du traitement
(en marron) augmente probablement la quantit¢ de RhoA disponible et transloquée a la membrane. Cela
engendre une suractivation des voies telles que celle de Rho-kinase pouvant expliquer I’augmentation du tonus
myogénique.
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pression. Cette réponse vasculaire pourrait conduire a une vasoconstriction chronique induisant une
hypoperfusion des différents organes cibles. Cette hypercontractilité pourrait étre potentialisée par
une augmentation de I’expression de la MLCK et de la MLC,. Dans la maladie d’Alzheimer, il a
été montré que la surexpression de SRF et de la myocardine dans les artéres cérébrales entraine une
hypercontractilit¢ et une dérégulation des flux sanguins cérébraux associées a la démence
d’Alzheimer®”’. 1l serait donc intéressant de mesurer le TM dans de telles conditions ainsi que
I’activité des canaux mécanosensibles pouvant participer a I’hypoperfusion des tissus cérébraux. La
régulation de I’activité ou de I’expression de ces canaux en modulant SRF pourrait ainsi étre une

cible pour d’éventuelles thérapies.

La derniére partie de nos résultats met en évidence I’effet hypertenseur engendré par 1’arrét
d’un traitement chronique au Sildénafil chez des rats Wistar. Ce vasodilatateur, inhibiteur de la PDE
5, est principalement utilisé dans le traitement de ’HTAP en tant qu’hypotenseur. Dans notre étude
menée chez le rat, ce traitement engendre une hypotension associ¢e a une diminution du TM suivie,
a I’arrét du traitement, par une hypertension. Cette hypertension peut provenir d’une synergie entre
I’augmentation du TM et I’hypercontractilité engendrée par I’hypertrophie vasculaire observée lors
du traitement. Cet effet hypertenseur proviendrait en partie d’une suractivation de la voie
RhoA/Rho-kinase. Cette augmentation de pression pourrait E&tre particuliecrement délétére
connaissant la fragilité des patients atteints d’HTAP. Cette étude permet tout d’abord de mettre en
évidence I’existence d’un effet secondaire d’un traitement chronique au Sildénafil. Il est primordial
d’avoir conscience de I’existence d’un tel mécanisme afin de pouvoir moduler 1’utilisation d’un tel
médicament. De plus, ces premiers résultats ouvrent une piste sur 1’origine de cet effet rebond en
ciblant la protéine RhoA. L’utilisation d’un inhibiteur de Rho-kinase (Fasudil) atténue en partie
I’hypertension survenant a I’arrét du traitement, ce qui confirme I’intervention de la voie Rho-
kinase et suggeére une potentielle solution de sevrage pour pallier a cette hypertension post-

traitement.

L’ensemble de nos résultats montre I’intervention de nouvelles voies (Figure 28), de
nature bien différente, dans le développement du TM au niveau d’artéres de résistance, allant du
récepteur Notch3 a un facteur de transcription tel que SRF, en passant par la nécessité d’interaction
de protéines cytoplasmiques (RhoA) avec des protéines membranaires (Cav-1). La description de
I’intervention spécifique dans le TM d’éléments tels que Notch3 et SRF, qui affectent la structure
des CMLVs (cytosquelette...) et régulent I’expression de génes spécifiques des CMLs, illustre
clairement I’importance d’un lien structure/fonction dans cette réponse myogénique. Ces résultats

nous permettent a la fois de mieux comprendre les mécanismes mis en jeu lors d’une augmentation
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de pression au niveau des artéres de résistance, mais aussi de pouvoir apporter d’éventuelles cibles
thérapeutiques dans le traitement de pathologies telles que la maladie CADASIL ou le récepteur
Notch3 est muté, la maladie d’Alzheimer ou SRF est surexprimé, ainsi que dans de nombreuses
pathologies dans lesquelles la voie RhoA/Rho-kinase joue un réle telles que I’hypertension

artérielle et I’hypertension artérielle pulmonaire.

En continuité de ces travaux il serait intéressant d’étudier les interconnections possibles
entre ces différentes voies. Ainsi il serait judicieux d’étudier les canaux mécanosensibles au niveau
des souris déficientes ou surexprimant un récepteur Notch3 muté (phénotype CADASIL), afin de
voir si leur activité diminue. Sachant que Notch3 induit une diminution de I’activité de RhoA, que
RhoA régule I’activité de SRF, et qu’une absence de SRF altére les canaux mécanosensibles, peut
étre que I’absence ou la mutation de Notch3 modifierait le fonctionnement de ces canaux,
participant aussi a la variation du TM. Il serait aussi intéressant d’évaluer 1’expression de la
cavéoline-1 et la formation de complexes Cav-1/RhoA dans ces deux modeles, afin d’identifier plus
particulierement a quel niveau interviendrait la voie Notch3.

En ce qui concerne I’étude de SRF, sachant qu’une suractivation de SRF est a ’origine
d’une augmentation de I’expression de la MLCK chez des rats spontanément hypertendus (SHR), il
serait intéressant de poursuivre nos travaux par I’implantation de mini-pompes a angiotensine Il ou
a endothéline-1 sur les souris SRF*™ permettant d’induire une hypertension. Cela nous permettrait
d’évaluer I’effet de SRF dans le développement d’une telle pathologie et de voir si sa délétion
préviendrait I’hypertension faisant de SRF une éventuelle cible thérapeutique.

Dans le cas de 1’étude sur I’effet du sildénafil, il a aussi ét¢ montré que la phosphorylation
de RhoA sur la sérine 188 par la PKG modifie I’affinité de la petite protéine G pour ses différents
effecteurs. La phosphorylation induit une diminution de 1’affinit¢é de RhoA pour Rho-kinase mais
augmente celle pour mDia'**. Connaissant 1’effet potentialisateur de la voie mDia sur 1’activité
transcriptionnelle de SRF, il serait intéressant de regarder 1’évolution durant et aprés le traitement
des ¢éléments régulés par SRF, tels que le cytosquelette d’actine et les canaux mécanosensbiles. De
plus, la PKG a un effet potentialisateur sur 1’activité transcriptionnelle de SRF en stimulant
I’expression de son co-facteur la myocardine. Ainsi, nous pourrions supposer que la suractivation
de la PKG stimulerait 1’activité transcriptionnelle de SRF qui potentialiserait entre autre 1’activité
globale des canaux mécanosensibles. Ceci serait a l’origine d’une augmentation de Ia
mécanosensibilit¢ des CMLVs qui participerait a I’augmentation du TM lors de I’arrét du traitement

au Sildénafil.
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COMPLEMENT DU MATERIEL ET METHODE DE L’ETUDE N°3

= Description du modéle de souris SRF*™*°,

Obtention d’un mode¢le inductible de souris déficientes en SRF spécifiquement au niveau

des cellules musculaires lisses.

) . Souris transgénique
Souris SRF « floxé » recombinase Cre

X {SM2Zq IR
LoxP  LoxP l
X

Souris double transgénique (SRFs™°)

g Tamoxiféne en I.P.

CMLs

souris Vil e lET i@
Expression Normale .
de SRF Cre Cytoplasmique

Inactive

Souris mutante
Inactivation de SRE

Schéma de obtention du modéle de souris SRF™,

Ce mod¢le d'inactivation ciblée et conditionnelle utilise le systéme de recombinaison Cre-
loxP. Ce systéme fait intervenir une recombinase appelée Cre et une séquence d'ADN de 34 bases
dénommée LoxP. Cette recombinase a pour propriété d'exciser tout fragment d'ADN situé entre
deux sites LoxP. Une construction, contenant le géne srf dans lequel deux sites LoxP ont été insérés

a chaque extrémité de I’exon 2, a été introduite dans les cellules embryonnaires souches (ES) de
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souris. On sélectionne les cellules ES dans lesquelles le géne SRF endogene a été remplacé par le
geéne SRf floxé grice a une recombinaison homologue. On injecte ces cellules ES dans le
blastocyste de souris afin d’obtenir des animaux possédant dans leur génome le géne codant pour
SRF qui est alors dit « floxé » (flanqué de sites loxP). Ces souris sont a priori normales car les sites
loxP sont placés de facon a ne pas altérer l'expression de SRF. Chez ces souris, l'inactivation du
gene floxé se produira seulement en présence de l'enzyme Cre. Comme vous pouvez le voir,
l'enzyme est apportée par croisement de la souris porteuse du geéne floxé avec une souris
transgénique exprimant la recombinase. L'expression du geéne Cre est sous le controle d'un
promoteur du géne sm22a garantissant son expression spécifiquement dans les cellules musculaires
lisses. A une extrémité du transgéne Cre se trouve une séquence ERT2 codant pour le récepteur
muté aux estrogénes qui n’est reconnue que par le tamoxiféne et non par les estrogeénes endogenes.
Le Cre-ERT est sequestré dans le cytoplasme par les protéines HSP en absence de tamoxiféne.
Ainsi I’injection de tamoxiféne chez les souris (SRF*™°) issues du croisement va déplacer I’HSP et
alors induire la translocation de la recombinase Cre dans le noyau ou elle va aller exciser 1I’exon 2
de SRF en coupant au niveau des sites loxP. L’exon 2 code pour les 2/3 de la boite MADS qui est le
domaine permettant la fixation de SRF sur le site CArG. Ainsi en excisant I’exon2, on empéche la

fixation de SRF sur 'ADN méme en présence de protéine SRF tronquée.

Intérét : Le systéme Cre-LoxP donne la possibilité d'invalider un géne de maniére tissu-spécifique.
De plus ce systéme est un bon moyen, dans le cas de I’étude d’une protéine comme SRF, pour

pallier aux problémes de 1étalité embryonnaire engendré par une telle délétion.

= Mesure de RhoA-GTP par G-LISA™,

Pour quantifier 1’état d’activation de la petite protéine RhoA dans nos différentes conditions,
nous avons mesuré la quantité de RhoA sous sa forme active (li¢ au GTP) en utilisant un kit G-
LISA (BK124 CYTOSKELETON).

Principe de ce kit :
Le site de liaison de la protéine RhoA-GTP (RGB) tapisse le font des puits d’une plaque 96 puits.
La forme active de RhoA liée au GTP présente dans nos échantillons va alors se fixer dans les puits
alors que la forme inactive (GDP) ne se fixera pas et sera éliminée par rincage. Ensuite, I’utilisation
d’un anticorps anti-RhoA permettra de révéler la quantité de RhoA-GTP fixée et donc présente dans

chaque échantillon.
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Formation des complexes

Hydratation Anticorps/RhoA-GTP

des puits
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Schéma du protocole de G-lisa™.,

Intérét : Cette technique quantitative permet de mesurer de fagon précise la concentration en
RhoA-GTP en se référant au contrdle positif de concentration connue et permet aussi de comparer
plusieurs conditions en méme temps. De plus, en comparant cette quantité de RhoA-GTP a la
quantité¢ totale de RhoA évaluée par western-blot sur les mémes échantillons, il est possible
d’estimer le ratio RhoA-GTP/RhoA reflétant 1’état d’activation de RhoA. Il est important de
compléter 1’état d’activation par une estimation de son activité reflété par 1’état de phosphorylation

de la sous-unité¢ MYPT1 de la MLCP.
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=> Anticorps utilisés en Western-blot :

ANNEXES

Anicorps primaires Référence Espéce | Dilution PM Fournisseur
Actine Beta A 5316 mouse 1/5000 42 kDa SIGMA
Caveolin-1 610407 mouse 1/4000 22 kDa BD BIOSCIENCES
phospho caveolin-1 (Tyr14) 32518 rabbit 1/500 22 kDa OZYME - cell signaling |
ERK 1 610032 mouse 1/5000 44 et 42 kDa BD BIOSCIENCES
ERK 2 (D-2) sc-1647 mouse 1/500 42 kDa SANTA CRUZ
phospho p42/42 MAP Kinase (Thr202/Tyr204) 9101 S rabbit 1/1000 42 et 44 kDa | OZYME - cell signaling |
FAK 06-543 rabbit 1/500 125-116 kDa | Upstate - EUROMEDEX
phospho-FAK (Tyr925) 3284 L rabbit 1/1000 80-100 kDa OZYME - cell signaling |
MLC 2 3672 rabbit 1/1000 18 kDa OZYME - cell signaling |
phospho-MLC (Thr18/Ser19) sc-12896-R rabbit 1/200 18 kDa SANTA CRUZ
MLCK M 7905 mouse 1/5000 130-140 kDa SIGMA
p38 MAP Kinase 9212 rabbit 1/500 38 kDa OZYME - cell signaling |
phospho-p38 MAP Kinase (Thr180/Tyr182) 9211 S rabbit 1/1000 38 kDa OZYME - cell signaling
Rho A (26C4) sc-418 mouse 1/500 24 kDa SANTA CRUZ
SRF sc-13029 rabbit 1/200 67 kDa SANTA CRUZ
Filamine 1 sc-28284 rabbit 1/300 280 kDa SANTA CRUZ
Anicorps secondaires Référence Espéce | Dilution PM Fournisseur
Goat anti rabbit Ig G HRP sc-2004 goat 1/20000 SANTA CRUZ
Goat anti mouse Ig G HRP 31430 goat 1/5000 Pierce
Rabbit anti goat Ig G HRP A5420 rabbit 1/80000 SIGMA
Immunofluorescence Référence Espéce | Dilution Fournisseur
Alexa Fluor 568 phallloidin A12380 1/2000 INVITROGEN
Dnase |, alexa Fluor 488 conjute D12371 1/500 INVITROGEN

=> Amorces utilisées en PCR quantitative :

Les amorces oligonucléotidiques de tous les geénes testés sont sélectionnées a 1’aide du

logiciel Primer Express' ™ (version 3.0, Applied Biosystems)

Tous les couples d’amorces qui ont été utilisés sont listés dans le tableau ci-dessous.

Amorce sens (5' — 3') Amorce anti-sens (5' — 3')
Elk1 gctccccacacataccttga gggtgcaattggactcaga
Acta2 acccacccagagtggagaag tacagagcccagagccattg
Flna cctgtggagttcaccattgat tgtgtgtcttcttgggcttg
Mapkl ggattgaagttgaacaggctct gaatggcgcttcagcaat
Mapk3 tggaagccatgagagatgttt gctcagetgetggctttta
Mapk14 gaccttctcatagatgagtggaaga caggactccatttcttcttggt
Mrtfa acctctgetgeecccaagec acctttggcttcagcetcctt
Mrtfb gcagtgatgctttgtctcca gaactgctggggacactgag
Myhll tggaggccaagattgcac ggeegectgtttctctet
Mylk caagtgtgtagccaagaacagce tctcactggtctgageatcg
Pfnl ctgtcaccatgactgccaag gatcaaaccaccgtggaca
Ptk2 gctacaatgagggtgtcaage ggtcaaggttggcagtgg
Srf ctgacagcagtggggaaac getgggtgctgtetggat
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Résumé

Les vaisseaux de la microcirculation artériclle (artéres de résistance) déterminent la résistance
vasculaire périphérique et controlent les débits sanguins locaux. Les propriétés résistives des artérioles de
petit calibre (diamétre inférieur & 200 pm) sont liées a leur géométrie (diamétre intraluminal, longueur) mais
surtout a D’existence d’un tonus myogénique (TM) spécifique. Le TM est une propriété intrinséque des
cellules musculaires lisses (CMLs) et détermine la capacité des artéres de résistance a se contracter en
réponse a une augmentation de pression intraluminale. Il permet a la fois une protection des capillaires contre
une augmentation excessive de pression, et le maintien d’une perfusion optimale des organes. Les
mécanismes intervenant dans le TM sont loin d’étre tous élucidés. Différentes voies de signalisation
interviennent dans ce processus dont la voie RhoA/Rho-kinase, qui y tient une place importante en
particulier par son rdle dans la sensibilisation au calcium de I’appareil contractile.

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés a la nécessité¢ de 1’activation de RhoA lors
d’une augmentation de pression ainsi qu’au réle joué par la cavéoline-1 (Cav-1) dans cette activation. La
colocalisation membranaire et la co-immunoprécipitation de RhoA et de Cav-1, ainsi que 1’altération du TM
par I’inhibition ou I’absence de ces protéines, nous ont permis de conclure que I’activation de RhoA et sa
translocation a la membrane, ou elle interagit avec Cav-1, sont des conditions nécessaires au développement
du TM.

Dans un second temps, sachant qu’une délétion du récepteur Notch3 chez la souris affecte le
maintien de I’intégrité de la média des artéres de résistance, nous avons étudié I’impact que cette altération
structurale aurait sur la réactivité vasculaire. L utilisation de souris Knock-out pour ce récepteur nous a
permis de mettre en évidence une diminution du TM au niveau des artéres de résistance sans altération des
réponses contractiles aux agents pharmacologiques. Cette diminution de la mécanosensibilité est engendrée
par la réduction de I’activité de la voie RhoA/Rho-kinase.

Nous avons ensuite étudié I’implication du facteur de réponse au sérum (SRF) dans le TM. Ce
facteur de transcription, dont 1’activité peut étre modulée par la voie RhoA, contrdle I’expression de
protéines du cytosquelette et de 1’appareil contractile. Il était donc intéressant de déterminer quel effet aurait
I’absence de SRF sur la contractilité vasculaire et plus particuliérement sur le TM. L’utilisation d’un modé¢le
de souris, dont le géne codant le facteur de transcription SRF a été invalidé spécifiquement dans les CMLs, a
permis de mettre en évidence un rble spécifique de SRF dans le TM. Cet effet est li¢ a une altération du
cytosquelette (diminution de la polymérisation de I’actine et de I’expression de la filamine A), des protéines
contractiles et des canaux mécanosensibles. Néanmoins, les contractions récepteur-dépendantes sont
maintenues par I’émergence d’un mécanisme compensatoire impliquant une suractivation de la MAP kinase
p38.

Pour finir, nous avons regardé I’impact d’un traitement avec du Sildénafil (Viagra®) sur le TM. En
effet, ce vasodilatateur, utilisé dans le traitement de I’hypertension artérielle, est un inhibiteur spécifique de
la phosphodiestérase de type 5 qui entraine une inhibition de ’activité de RhoA. Le traitement au Sildénafil
de rats Wistar pendant 18 jours provoque une baisse de la pression artérielle ainsi qu’un remodelage artériel
expansif et hypertrophique chez ces animaux. Ce remodelage engendre une hypercontractilité¢ vasculaire qui,
a I’échelle de la pression artérielle, contrebalance trés probablement I’effet vasodilatateur du Sildénafil.
Cependant, a I’arrét du traitement cette hypercontractilité, associée notamment a une augmentation du TM,
engendre une hypertension pouvant étre délétére. L’utilisation d’un inhibiteur de Rho-kinase (Fasudil)
atténue cet effet rebond apportant une cible thérapeutique possible a cet effet secondaire.

Cette theése apporte des connaissances nouvelles et complémentaires sur 1’implication de protéines
telles que RhoA, Notch3 et SRF dans le TM permettant ainsi une meilleure compréhension de ce mécanisme
et de ses variations. Ce processus ayant un réle majeur dans le contréle de la pression de perfusion et du
débit sanguin local, ces nouveaux éléments mécanistiques offrent de nouvelles cibles thérapeutiques pour
combattre les pathologies impliquant des dysfonctions vasculaires.

Mots clés : Artere de résistance, tonus myogénique, RhoA, cavéoline-1, Notch3, facteur de réponse au
sérum.
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