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RESUME

Les maladies cardiovasculaires représentent la deuxieéme cause de mortalité apres les
cancers dans les pays développés et constituent un réel probléme de santé publique. Dans les
conditions de stress ou de maladies génétiques, le coeur doit compenser en s’adaptant aux
conditions environnementales. SRF (Serum Response factor), est une protéine ubiquitaire
particulicrement abondante dans les muscles striés dont le coeur et constitue un des acteurs
impliqué dans le processus de remodelage cardiaque. Chez la souris, son invalidation
conditionnelle dans le coeur de maniere inductible a 1’age adulte provoque le développement
d’une cardiomyopathie dilatée entrainant une défaillance cardiaque puis la mort des animaux
en dix semaines.

Afin d’évaluer les effets cardioprotecteurs du facteur de croissance IGF-1 sur notre
modele de cardiomyopathie dilatée, nous avons croisé nos souris invalidées pour le géne Srf
avec les souris surexprimant I’isoforme mIGF-1 spécifiquement dans le cceur.

L’ensemble de nos recherches effectué sur les souris adultes montre clairement un effet
protecteur de I’isoforme mIGF-1 sur la fonction cardiaque des souris invalidées pour le géne
Srf. Le retard observé dans le développement de la CMD et I’augmentation de la survie des
souris sont directement liés a une amélioration des parametres fonctionnels du cceur et de
I’expression d’un certain nombre de genes cibles de SRF. Des modifications mineures dans la
morphologie des cardiomyocytes ont été observées. La réponse inflammatoire et le
développement de la fibrose observés dans le processus de remodelage cardiaque sont
completement bloqués. Enfin, ce travail m’a permis de mettre en évidence un effet relationnel
entre SRF, CTGF (Connective Tissue Growth Factor) et mIGF-1 dont les données
préliminaires restent a confirmer par des expériences plus conséquentes. De par ses relations
avec SRF et mIGF-1, CTGF semble une cible idéale pour le développement de futurs
traitements thérapeutiques afin de contrer le remodelage cardiaque intervenant lors de
I’insuffisance cardiaque.

Mots-clés : SRF — mIGF-1 — cardiomyopathie dilatée — CTGF — remodelage cardiaque —
fibrose
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INTRODUCTION

1. Le coeur

Le cceur est un organe creux et musculaire dont la fonction principale est de maintenir
une circulation sanguine dans le systéme vasculaire par des contractions rythmiques et

autonomes.

1.1. Généralités

1.1.1. Systéme cardiovasculaire et circulation sanguine

Le cceur est un muscle strié, comme les muscles squelettiques par opposition aux
vaisseaux sanguins et au tube digestif qui sont notamment constitués par des muscles lisses. Il
est composé de 4 cavités cardiaques, divisées en 2 parties, droite et gauche. Chaque partie est
composée d'une oreillette et d'un ventricule. Des valvules situées a la sortie de chaque
oreillette (valvules auriculo-ventriculaires) et de chaque ventricule (valvules sigmoides)
empéchent le reflux du sang dans le sens inverse et permet de donner un sens unique de
circulation. Le sang, chargé en dioxygene, arrive dans l'oreillette gauche par la veine
pulmonaire, puis il entre dans le ventricule gauche qui I’expulse via l'aorte vers tout
l'organisme afin d'irriguer les organes en dioxygéne et en nutriments. En échange, il récupére
le CO, et les déchets produits par les différents organes. Le sang circule alors jusqu'a
l'oreillette droite puis dans le ventricule droit pour étre dirigé vers les poumons via l'artére
pulmonaire. Il se débarrasse du CO; et des toxines avant de se recharger en oxygéne et de

recommencer Son cycle.



1.1.2. La révolution cardiaque

La circulation du sang dans le systeme vasculaire est possible grace aux contractions
régulieres du muscle cardiaque. Ce muscle, appelé myocarde, est protégé a 1'extérieur par le
péricarde et tapissé a l'intérieur par l'endocarde. A la différence du muscle squelettique, la
contraction du myocarde ne dépend pas de notre volonté. Elle est régulée par des stimulations
électriques spontanées induites par le systéme nerveux central (SNC). Un message ¢électrique
venant du SNC induit la dépolarisation des cellules du nceud sinusal, situé¢ dans la paroi
supérieure de 1'oreillette droite. Celle-ci se transmet a toutes les cellules de 1'oreillette et induit
la contraction simultanée des oreillettes, appelée systole auriculaire. Le nceud atrio-
ventriculaire relaie l'information électrique via le faisceau de His aux cellules des ventricules.
Elles se contractent a leur tour lors de la systole ventriculaire tandis que les cellules des
oreillettes se relachent puis toutes les cellules cardiaques sont relachées au cours de la diastole
avant de recommencer cette révolution cardiaque : systole auriculaire-systole ventriculaire-
diastole. Ce systeme é¢lectrique cardiaque permet d'assurer la régularité du rythme cardiaque

méme si celui-ci peut étre modifié par des influences nerveuses ou hormonales.

1.1.3. L’unité contractile : le sarcomere.

Le sarcomere est la structure contractile caractéristique des cellules musculaires striées.
Il est composé de différents filaments : les filaments fins sont composés d'actine polymérisée
autour desquels s'enroule un complexe de troponine et tropomyosine. Ils sont reliés entre eux
au niveau des stries z par des complexes d'actinine et de desmine. Les filaments épais sont
constitués d’un assemblage de chaines lourdes et légeres de myosine. La contraction
musculaire correspond a un raccourcissement du sarcomere. Grace au glissement relatif des
filaments fins d'actine par rapport aux filaments épais de myosine, les stries Z se rapprochent
entralnant un raccourcissement global de la cellule cardiaque.

Le déclenchement de la contraction commence par la dépolarisation de la membrane
des cellules cardiaques entrainant la libération du calcium dans le cytoplasme. Celui-ci se fixe

a la troponine C et le changement de conformation obtenu démasque les sites de fixation de
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l'actine polymérisée pour les tétes de myosine. Les tétes de la myosine qui se fixent sur le
filament d'actine polymérisée changent de conformation provoquant un mouvement
d'attraction sur les filaments d'actine. Les filaments d'actine se rapprochent les uns des autres
entralnant avec eux les stries z, c’est I’étape de contraction. La fixation d'une molécule d'ATP
sur la téte de la myosine et la dissociation du complexe troponine-calcium provoquent le
désencrage des tétes de myosine puis la libération des filaments d'actine. Les stries z

s'¢loignent les unes des autres : c'est I’étape de relachement.

1.2. La morphogenese cardiaque

Chez les mammiferes, le coeur est le premier organe formé et fonctionnel. Chez la
souris, au jour 7 de I'embryogenése (E7), les précurseurs mésodermiques issus du mésoderme
antérieur latéral, se spécifient et se différencient en cardiomyocytes. A E8, les cellules forment
le tube cardiaque et peuvent déja se contracter. De E9 a E12.5, les différentes cavités se
mettent en place. Cette période est ponctuée a E10.5 par la courbure du tube cardiaque vers la
droite afin de former un tube cardiaque en forme de « S». On distingue alors une voie
afférente, 2 oreillettes primitives, un canal auriculo-ventriculaire, 2 ventricules primitifs et une
voie efférente. La croissance du tube et sa septation axiale permettent au cceur dés E12.5
d’étre mature et d'assurer la circulation sanguine. Pendant la suite de I'embryogeneése, le ceeur
croit grace a la prolifération des cellules cardiaques.

Le cceur est composé de plusieurs types cellulaires : principalement de cardiomyocytes
(55% du cceur chez la souris) et de fibroblastes mais aussi de cellules endothéliales, de cellules
du muscle lisse et de cellules du systétme immunitaire (Souders et coll., 2009). Les
cardiomyocytes sont les cellules effectrices du cceur qui ont la capacité de se contracter. Les
fibroblastes ont un role de soutien aux cardiomyocytes et maintiennent 1’organisation
cellulaire du cceur. Une fine communication entre ces 2 types cellulaires est nécessaire au bon
développement du cceur. Au cours de I’embryogenése, les cardiomyocytes proliférent et se
mettent en place afin de former un cceur mature. Les fibroblastes cardiaques créent une
structure, la matrice extracellulaire (MEC), aidant au développement de I’organisation des
cardiomyocytes. Ils maintiennent un équilibre entre synthese et dégradation des protéines de la

MEC grace a I’expression de metalloprotéases de la matrice (MMPs) qui dégradent les
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protéines de la MEC et de leurs inhibiteurs, les TIMPs. Ce réseau de soutien est
principalement constitué¢ de fibronectine et de collagéne (Kakkar et Lee, 2010). Des cultures
de cardiomyocytes embryonnaires ont montré que la présence de ces protéines favorisait leur
prolifération via I’activation de la voie de signalisation PI3K-AKT et celle des ERK kinases
(Ieda et coll., 2009). Cette activation de la prolifération fait intervenir la B1-intégrine,
récepteur de la fibronectine et le facteur de croissance Heparin-binding epidermal growth

factor (HB-EGF).

1.3. Croissance et hypertrophie cardiaque

A la naissance, la prolifération des cardiomyocytes s’estompe au profit de la croissance
cellulaire. Ainsi, pendant la croissance post-natale, le cceur adapte sa taille a celle de
l'organisme non plus par prolifération mais grace a la croissance individuelle de chaque
cardiomyocyte. Plutot de forme rectangulaire, les cardiomyocytes augmentent
proportionnellement leur longueur et leur largeur. Ce phénoméne est appelé « hypertrophie
physiologique » en opposition a I’« hypertrophie pathologique » ou la croissance ne se produit
qu’en largeur (« hypertrophie concentrique») ou qu’en longueur (« hypertrophie
excentrique »).

Cette hypertrophie dite « physiologique » peut étre aussi observée chez ’adulte en
réponse a un entralnement physique régulier. Dans les deux cas, la principale voie de
signalisation activée est la voie IGF-1-PI3K-AKT (Chen et coll.,, 2001). Elle induit la
production de protéines via ’activation de p70S6K, mTOR et GSK3p et elle favorise la
traduction des ARNm via elF-4E.

Aprées la naissance, les fibroblastes cardiaques modifient la composition des signaux
envoyés aux cardiomyocytes favorisant I’hypertrophie de ces derniers. En effet, une étude a
montré grice a des co-cultures, que les fibroblastes cardiaques adultes favorisaient
I’hypertrophie des cardiomyocytes embryonnaires plutét que leur prolifération contrairement
aux fibroblastes cardiaques embryonnaires (Ieda et coll., 2009). Un dialogue permanent entre

cardiomyocytes et fibroblastes est indispensable au bon fonctionnement du cceur; les

11



cardiomyocytes informent les fibroblastes de leur état et ces derniers adaptent leur phénotype

en fonction du contexte établi.

1.4. Les maladies cardiaques

Toute atteinte du systéme cardiovasculaire mene a I’insuffisance cardiaque. Cependant,
on distingue différentes catégories de maladies cardiaques en fonction de la cause, touchant le
muscle cardiaque ou le systéme vasculaire. Nous nous intéresserons tout particulierement a la

cardiomyopathie dilatée.

1.4.1. L’insuffisance cardiaque

L'insuffisance cardiaque se traduit par l'incapacité du cceur d'assurer un débit sanguin
suffisant pour le fonctionnement des autres organes. Touchant environ 500 000 personnes en
France et plus de 23 millions de personnes dans le monde, I’insuffisance cardiaque représente
le principal probléme de santé publique dans les pays industrialisés (Delahaye et de Gevigney,
2001) et fait partie des maladies cardiovasculaires qui représentent la premicre cause de
mortalité du XXIeme siécle avec le cancer (Bui et coll., 2011). Chaque année, en France, plus
de 32 000 personnes décédent des suites d’une insuffisance cardiaque et 120 000 nouveaux cas
sont répertoriés (Delahaye et de Genigney, 2001). Bien que le développement de nouveaux
traitements pharmaceutiques ait permis d'augmenter I’espérance de vie des patients, ces
derniers déceédent en moyenne dans les 5 ans apres 1’établissement du diagnostic (Bui et coll.,
2011). Les traitements actuels permettent uniquement de ralentir le développement de la
maladie. En effet, les diurétiques et les vasodilatateurs prescrits soulagent le cceur en

diminuant sa charge de travail mais ne permettent pas une totale guérison.
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1.4.2. La cardiomyopathie dilatée

La cardiomyopathie dilatée (CMD) est la cardiomyopathie la plus répandue parmi les 3
types répertoriés (dilatée, ischémique et hypertrophique). C’est une atteinte chronique du coeur
sans aucun lien avec un dysfonctionnement coronarien ou valvulaire. Elle est caractérisée par
une dilatation des 4 cavités cardiaques, principalement du ventricule gauche, et par une
fraction d'éjection (FE) inférieure a 45%, comparée a 70% pour un cceur sain. Comme
beaucoup de maladies cardiaques, les statistiques concernant la CMD montrent que les
hommes, agés entre 20 et 60 ans, sont plus touchés que les femmes. Dans la majorité des cas
de CMD, les facteurs déclencheurs de la maladie ne sont pas connus. Au début de la maladie,
les patients ne présentent pas de symptomes particuliers et la découverte de CMD se fait
souvent de maniere fortuite lors d'un examen cardiaque. Dans 30% a 35% des cas de CMD, les
causes sont d’origine génétique. Des mutations touchant les geénes des protéines du systéme
contractile comme l'actine cardiaque, la chaine lourde de la myosine (a-MHC) ou la troponine
T ont été retrouvées chez ces patients (Hershberger et Siegfried, 2011). Une étude par « puce a
ADN » a également révélé la mutation de geénes impliqués dans le cytosquelette, la
transcription et la traduction (Barrans et coll., 2002). Cette maladie peut également avoir
d’autres origines : toxique (alcool, traitement chimiothérapique), infectieuse (virus),
métabolique ou encore auto-immune.

A T’heure actuelle, le principal traitement consiste en I'administration de diurétiques et
de vasodilatateurs tels que l'inhibiteur de I'enzyme de conversion de l'angiotensine (IEC).
L'administration de B-bloquants peut accompagner les diurétiques et I'lEC. Le but de ces
traitements est de soulager le travail du cceur en diminuant la pression sanguine. Des mesures
diététiques et d'hygiéne de vie sont également de rigueur comme l'arrét total de consommation
de tabac et d'alcool associée a un régime alimentaire pauvre en sel. Cependant, 1’ensemble de
ces mesures ne font que ralentir 1’évolution de la maladie et seule une transplantation
cardiaque permet un rétablissement complet du patient. Aujourd’hui, la majorité¢ des
transplantations cardiaques réalisées sont en faveur de patients atteints de CMD (Xu et coll.,
2010). Malheureusement, le faible nombre de donneurs d’organes limite 1’accés a cette

intervention.
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1.4.3. Remodelage cardiaque et communication entre les cardiomyocytes et les

fibroblastes cardiaques

Le remodelage cardiaque est une réponse adaptative du ceeur en situation pathologique.
Il est caractérisé par une hypertrophie dite « pathologique » des cardiomyocytes accompagnée
d’une fibrose cardiaque. Suite aux signaux de stress ou pathologiques, les cardiomyocytes
tentent de maintenir leur fonctionnement en s’hypertrophiant. Elle est principalement induite
par des facteurs de stress, comme ’angiotensine II (Ang II) ou ’endothéline 1 (ET-1), activant
la voie de signalisation des protéines G/MAP kinases (Akhter et coll., 1998 ; Esposito et coll.,
2001). La voie calcineurine/NFAT est également fréquemment activée (Lunde et coll., 2011).
Cependant, cette hypertrophie pathologique perturbe I’organisation des cardiomyocytes et
conduit a un dysfonctionnement du cceur. Suite aux signaux provenant des cardiomyocytes, les
fibroblastes répondent par prolifération et augmentation de la production des protéines de la
MEC. Le cceur est alors en état de fibrose cardiaque. L’équilibre entre sécrétion et dégradation
de la MEC est rompu ; une forte augmentation de collagéne et de fibronectine est observée
ainsi qu’une augmentation de I’expression des MMPs (Souders et coll., 2009). Les fibroblastes
peuvent se transformer en myofibroblastes, exprimant alors certaines protéines de mobilité
spécifiques au muscle lisse comme SMa22 et I’actine du muscle lisse. Ces myofibroblastes
sont activés par la synthése de facteurs de croissance tel que TGF-f et des cytokines telles
qu’IL-6, IL-1B, TNFa contribuant a leur prolifération et au renforcement de 1’expansion de la
MEC et favorisant le recrutement des cellules inflammatoires (Souders et coll., 2009). Ces
derniéres années, de nombreuses études ont montré le role crucial du facteur de croissance
Connective Tissue Growth Factor (CTGF) dans 1’évolution de la fibrose cardiaque. Induit par
TGF-B, CTGF est principalement connu pour activer la prolifération des fibroblastes
cardiaques et leur transformation en myofibroblastes et pour stimuler la production de MEC
(Daniels et coll., 2008).

L’hypertrophie pathologique et le développement de la fibrose sont deux événements
indissociables : le changement de morphologie anormale des cardiomyocytes entraine
I’expansion de la fibrose comme la prolifération des fibroblastes empéche une hypertrophie

normale des cardiomyocytes. De plus, ’hypertrophie des cardiomyocytes et la prolifération
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des fibroblastes peuvent étre toutes deux induites par une méme protéine : Ang II. En effet,
I’activation de la voie des protéines G-ERK kinases induite par Ang II en cas de stress
cardiaque est également observée dans les fibroblastes (Zou et coll., 1998). L’activation de
deux mécanismes distincts dans deux types cellulaires différents par une méme protéine est
possible grace a I’implication de sous-unités différentes des protéines G : dans les fibroblastes,
les protéines Gg, et G; sont activées alors que ce sont les protéines G4 dans les cardiomyocytes

(Zou et coll., 1998).

2. SRF

Le facteur de réponse au sérum (Serum Response Factor : SRF) est un facteur de
transcription ubiquitaire majoritairement exprimé dans les trois types de muscles cardiaque,
squelettiques et lisses. SRF a été initialement identifi¢ comme le facteur se liant a I'élément de

réponse au sérum (SRE), du promoteur du proto-oncogéne c-fos (Treisman, 1987).

2.1. Généralités

2.1.1. Découverte de la protéine SRF

Suite a I’addition de sérum de veau feoetal sur des fibroblastes NIH3T3 quiescents,
Greenberg et Ziff observérent I’activation trés rapide (15 minutes aprés stimulation) de la
transcription du geéne c-fos, suivie de la ré-entrée des cellules dans le cycle cellulaire en phase
G1 puis en mitose (Greenberg et Ziff, 1984). L’analyse du promoteur proximal du geéne c-fos a
permis la découverte simultanée par deux équipes d’une séquence d’environ 300 pb répondant
a I’activation par le sérum (Treisman, 1985) et hypersensible a la DNAse I in vivo (Deschamps
et coll., 1985). Cette séquence fut nommée ¢lément de réponse au sérum (Serum Response
Element : SRE). L’année suivante, différentes expériences de gel retard et d’empreinte a la
DNAse I permirent d’identifier un facteur capable de se fixer au SRE, appelé SRF (Gilman et
coll., 1986 ; Prywes et Roeder, 1986, 1987 ; Treisman, 1986, 1987). Aujourd’hui, SRF a été
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caractéris¢ comme facteur appartenant a la famille des protéines a domaine MCM-1-
Agamous-Deficiens-SRF (MADS), se fixant sur une séquence consensus bien identifiée
« CC(A/T)6GG » appelée boite CArG (Johansen et Prywes, 1994). Il intervient dans de
nombreux processus tels que la prolifération, la croissance cellulaire, la migration, 1’adhésion

et la différenciation (Sun et coll., 2006).

2.1.2. Le géne

Le geéne Srf, localisé sur les chromosomes 6p21.1 chez ’homme et 17C chez la souris,
est composé de 7 exons et posséde une taille d’environ 11 kb (Belaguli et coll., 1997). L’exon
1 code pour le signal de localisation nucléaire (NLS) et pour 1/3 de la boite MADS, les 2/3
restants sont codés par ’exon 2. Les exons 4, 5 et 6 codent pour le domaine de transactivation.
La région promotrice, située en amont du site d’initiation de la transcription, contient une boite
TATA et 2 boites CArG permettant ainsi sa propre autorégulation (Belaguli et coll., 1997).

Le domaine MADS est un domaine hautement conservé chez les différents genes
homologues retrouvés chez la levure (Mcml et Arg80), chez les plantes (Agamous et
Deficiens) et chez les mammiferes (Srf) (Chai et Tarnawski, 2002). Le géne Srf présente
¢galement de nombreux sites de phosphorylation participant a sa régulation (Prywes et coll.,
1988). La transcription du géne Srf produit deux ARNm de 2,5 kb et 4,5 kb qui ne différent
que par la taille de la queue polyA et sont traduits de ce fait en une protéine unique (Chai et

Tarnawski, 2002).

2.1.3. La protéine

La protéine SRF est une phosphoprotéine de 67 kDa fonctionnelle sous la forme d’un
homodimeére. Elle est formée de 508 et de 504 aa, respectivement chez ’homme et chez la
souris (Chai et Tarnawski, 2002). Elle est composée de plusieurs domaines importants :

- le domaine NLS (Nuclear Localisation Site) dans la région N-terminale permet a la

protéine SRF d’entrer dans le noyau,
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- le domaine MADS assure trois roles indispensables au bon fonctionnement de la
protéine : la liaison a ’ADN en reconnaissant la boite CArG dans les régions promotrices de
ses genes cibles, son homodimérisation et la formation d’un complexe ternaire avec ses
cofacteurs,

- le domaine de transactivation est situé¢ dans la région C-terminale.

2.1.4. Les isoformes

Chez I’homme et la souris, il existe différentes isoformes de SRF. La traduction des
sept exons conduit a la forme mature de 67 kDa, appelée SRF-L (large). Il existe des
isoformes intermédiaires issues d’un épissage alternatif des exons 5, 4-5 et 3-4-5 donnant
respectivement les isoformes SRF-M (medium) de 57 kDa, SRF-S (small) de 52 kDa et SRF-I
(inhibitor) de 40 kDa (Belaguli et coll., 1999 ; Kemp et Metcalfe, 2000). Seul le domaine
d'activation transcriptionnelle de ces isoformes est modifi¢ tandis que la partie N-terminale
contenant la boite MADS de la protéine est conservée. Ces différentes isoformes sont donc
capables de s'assembler en homodimeres ou en hétérodiméres. En formant un hétérodimere
avec la forme SRF-L, ces isoformes tronquées agissent comme des dominants négatifs et
altérent l'activation des genes cibles de SRF (Belaguli et coll., 1999). Certaines isoformes sont
retrouvées dans des pathologies humaines (Kemp et Metcalfe, 2000). Par exemple, dans
certains cas d'’hypoplasticit¢ pulmonaire, la forme SRF-M s'exprime anormalement dans le
muscle lisse (Yang et coll., 2000). Cette méme isoforme est aussi retrouvée dans le cancer du
colon, jouant un réle dans la survie cellulaire (Patten et coll., 2004). Ces isoformes
incompletes sont produites par épissage alternatif mais peuvent également étre générées suite a
un clivage par la caspase 3, notamment dans les pathologies cardiaques décrites dans le

paragraphe 2.4.4.
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2.2. Les cibles de SRF

Les premicres cibles décrites de SRF sont les génes de réponse immédiate au sérum
(immediate early genes : IEGs) tels que c-fos, Egr-1, Egr-2 et Srf lui-méme (Shaw et coll.,
1989). Comme SRF active la transcription de ses génes cibles en se liant aux boites CArG, la
recherche de ces boites CArG fonctionnelles dans les régions promotrices a permis d’identifier
30 genes cibles de SRF (Chai et Tarnawski, 2002). Parmi ces génes, on retrouve les IEGs (c-
fos, Egr-1, Egr-2, Srf lui-méme) et des geénes codant pour des protéines musculaires (a-mhc,
p-mhe, actines squelettique, cardiaque et lisse). Le développement de la technique de
microarrays a permis d’allonger cette liste (Tullai et coll., 2004 ; Phillipar et coll., 2004 ;
Balza et Misra, 2005). Chacune de ces études a décrit puis validé de nouveaux genes
directement contr6lés par SRF impliqués dans des processus tels que le cycle cellulaire,
I’apoptose, la migration et I’adhésion, le métabolisme calcique ou le sarcoméere musculaire. En
2006, le terme de « CArGome » a été introduit afin de définir I’ensemble des génes possédant
des boites CArG et potentiellement des genes cibles directs de SRF (Sun et coll., 2006). Parmi
une liste de 188 génes candidats, obtenue par une étude in silico, 60 nouveaux geénes cibles de
SRF ont été validés par des techniques de gel retard et d’immunoprécipitation de la
chromatine (ChIP) (Sun et coll., 2006). A ce jour, environ 250 génes ont ét¢ identifiés comme
¢tant directement controlés par SRF et intervenant dans des processus de prolifération, de

régulation du cytosquelette et de différenciation, principalement musculaire.

2.3. Régulation de SRF

SRF intervient dans des processus aussi nombreux que variés. Il est au carrefour de
différentes voies de signalisation qui lui permettent d’adapter son niveau d’expression et le
choix de ses co-facteurs en fonction du contexte cellulaire. Dans le cceur, plusieurs
mécanismes sont impliqués dans la régulation de SRF tels que son niveau d’expression, son
niveau de phosphorylation, sa liaison avec les co-facteurs TCFs, myocardine ou MRTFs et son

interaction avec les microARNSs.
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2.3.1. Phosphorylation

L’activité de liaison a ’ADN de SRF nécessite la phosphorylation de sérines situées
dans la région N-terminale, en amont et dans la région MADS (Prywes et coll., 1988 ;
Janknecht et coll., 1992). Ces sites de phosphorylation peuvent se compenser les uns les autres
mais une mutation de I’ensemble de ces sites inhibe totalement la liaison de SRF a I’ADN
(Manak et Prywes, 1991). La phosphorylation de la région N-terminale de SRF ne perturbe ni
sa dimérisation ni sa liaison avec les cofacteurs pour former le complexe ternaire (Ternary
Complex Factors : TCFs) (Jenknecht et coll., 1992). Par ailleurs, la phosphorylation par la
protéine kinase C-o (PKCa) de la sérine en position 162, située dans la boite MADS,
permettrait de réguler la balance entre 1’activation des geénes de la prolifération et ceux de la
différenciation (Iyer et coll., 2006). La substitution de cette sérine par une alanine empéche la
phosphorylation de ce site. La protéine SRF ainsi mutée peut activer la transcription du gene
c-fos mais elle ne peut pas se fixer sur les promoteurs des génes musculaires tels que les
actines cardiaque, musculaire et lisse, et ce méme en présence des cofacteurs Nkx2.5,
GATA4 ou myocardine. L’insertion de ce mutant dans des cellules ES SRF” induit la
transcription des IEGs mais pas des genes musculaires (Iyer et coll., 2006). Ainsi, le niveau et
les sites de phosphorylation de SRF occupent un réle déterminant dans le choix vers

’activation de la prolifération ou de la différenciation.

2.3.2. Les TCFs

ELK-1 (E twenty-six (ETS)-like transcription factor 1), SAP-1 (SRF accessory protein-
1) et Net/ELK-3/SAP-2 sont 3 facteurs de transcription de la sous-famille des TCFs
appartenant a la famille des protéines a domaine Ets. Ces 3 protéines forment un complexe
ternaire avec le dimeére SRF au niveau de la séquence SRE des promoteurs des IEGs,
notamment c-fos, afin d’activer la prolifération (Shaw et coll., 1989). IIs se lient a I’ADN sur
une séquence spécifique « AGGA » située en amont de la boite CArG. La présence de la
séquence SRE et la phosphorylation des TCFs par la voie des MAP kinases est nécessaire a la

formation du complexe ternaire (Shaw et coll., 1989 ; Gille et coll., 1992 ; Janknecht et coll.,
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1993). Les TCFs seuls peuvent se fixer sur la séquence « AGGA » du SRE mais ne peuvent

pas activer la transcription de c-fos en I’absence de SRF (Janknecht et coll., 1993).

2.3.3. La myocardine et les MRTFs

La myocardine appartient a la famille des protéines SAP (SAF-A/B, Acinus, PIAS) et
elle est exprimée pendant I’embryogenéese exclusivement dans les noyaux des cellules du cceur
et du muscle lisse et uniquement dans les cardiomyocytes aprés la naissance. Elle est
impliquée dans la différenciation cardiaque embryonnaire en se liant 8 SRF (Wang et coll.,
2001). Contrairement a la myocardine, ses homologues myocardin-related transcription
factors-A et factors-B (MRTF-A et MRTF-B) sont exprimés dans de nombreux tissus
embryonnaires et adultes (Wang et coll., 2002). Ils jouent un rdle dans I’homéostasie du
cytosquelette et au cours de ’embryogenése. Si la myocardine est constitutivement présente
dans le noyau, les MRTFs sont dépendants de la dynamique de 1’actine pour s’associer & SRF
et activer ses geénes cibles. En effet, la régulation de SRF est sensible aux changements de
concentration de ’actine monomérique. Ces changements sont modulés par la voie RhoA
induisant la polymérisation de 1’actine (Sotiropoulos et coll., 1999). MRTF-A étant associé a
I’actine monomérique dans le cytoplasme, I’activation de la polymérisation de I’actine permet
sa libération. MRTF-A entre alors dans le noyau et active la transcription du programme
cardiaque en s’associant a SRF (Miralles et coll., 2003). A ce jour, peu de données sont
connues concernant le rdle de MRTF-B dans le cceur. Sachant que MRTF-B présente les
mémes motifs RPEL que MRTF-A nécessaires a la liaison avec I’actine, il semblerait que
MRTEF-B ait les mémes fonctions que MRTF-A dans le tissu cardiaque (Miralles et coll.,
2003) mais cela reste a confirmer.

Il a été décrit I’existence d’une compétition de liaison entre la myocardine et les
facteurs TCFs sur le facteur de transcription SRF (Wang et coll., 2004). La myocardine
s’associe a SRF par une courte séquence peptidique présentant des homologies avec un
domaine des TCFs (Wang et coll., 2004). Apres activation de la voie des MAP kinases par le
facteur de croissance PDGF, la formation du complexe ELK-1-SRF est favorisée par rapport

au complexe myocardine-SRF activant ainsi la croissance cellulaire tandis qu’en absence de
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sérum, SRF s’associe préférentiellement a la myocardine et active I’expression des génes de la
différenciation musculaire (Wang et coll., 2004). Ce mécanisme pourrait apporter une autre

explication quant a la détermination du choix de SRF entre prolifération et différenciation.

2.3.4. Les microARNSs et autorégulation

Les microARNs (miRs) sont des petits ARNs non codants de 20 a 25 nucléotides qui
interviennent dans la régulation post-transcriptionnelle de 1’expression des genes. Ils inhibent
la traduction en s’hybridant de maniére complémentaire avec les ARNm. L’expression des
miRs est restreinte dans ’espace et dans le temps permettant une adaptation fine de
I’expression de leurs genes cibles. La majorité de ces miRs s’expriment spécifiquement dans
un tissu donné. Par exemple, miR-1 et miR-133 sont deux miRs spécifiques des myocytes et
interviennent dans la prolifération et la différenciation cellulaire (Chen et coll., 2006). La
relation entre SRF et le cluster biscistronique contrélant 1’expression de miR-1 et miR-133
joue un role treés important dans le muscle cardiaque. En effet, il a été décrit que I’expression
de miR-1 et miR-133a, activée par SRF, joue un role essentiel dans le développement
cardiaque, plus amplement développé dans le paragraphe 2.4.1. (Zhao et coll., 2005 ; Liu et
coll., 2008). Chez les souris double KO miR-133a-1 et miR-133a-2, en parall¢le des défauts
morphologiques cardiaques observés chez 1’embryon, les auteurs ont remarqué une
augmentation de I’expression de Srf. Ainsi miR-133a participe aussi a I’autorégulation de SRF
et a la balance entre prolifération et différenciation cardiaque (Liu et coll., 2008). Par ailleurs,
une étude in silico a mis en évidence la présence d’au moins 1 boite CArG dans les régions
promotrices de 169 miRs dont 40 contiennent au moins 3 boites CArG, cibles directes

potentielles de SRF (Niu et coll., 2007).

2.4. SRF dans le cceur

La protéine SRF occupe un rdle essentiel dans le développement cardiaque, trés tot au

cours de ’embryogenése jusqu’a I’hypertrophie post-natale. Chez I’adulte, elle permet le
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maintien de la fonction cardiaque, c’est pourquoi son dysfonctionnement entraine de

nombreux déréglements cardiaques.

2.4.1. SRF dans la cardiomyogenése

Le facteur de transcription SRF est connu pour s’exprimer trés tot au cours de la
cardiomyogenese. Il s’associe avec ses cofacteurs GATA4, Nkx2.5, TEF-1 et la myocardine
dans le mésoderme précardique afin d’induire la différenciation cardiaque. Cette association
avec ces cofacteurs permet d’augmenter I’affinité de SRF pour les boites CArG des genes
musculaires au détriment des génes de prolifération (Sepulveda et coll., 2002 ; Grepin et coll.,
1994 et 1995 ; Charron et coll., 1999). SRF s’associe ¢galement a des cofacteurs inhibant son
activité, comme HDAC et HOP (Davis et coll., 2003 ; Chen et coll., 2002 ; Shin et coll.,
2002). L’homéoprotéine HOP est exprimée dans les cardiomyocytes embryonnaires et son
association avec SRF inhibe I’expression des génes musculaires au profit des génes de la
prolifération via le recrutement des HDAC (Kook et coll., 2003).

Différentes ¢tudes de perte de fonction ont pu mettre en évidence le role potentiel de
SRF au cours du développement cardiaque. Un KO total de SRF chez la souris a permis de
montrer son role crucial dans la formation du mésoderme au cours de la gastrulation (Arsenian
et coll., 1998). Les embryons Srf-/- se développent normalement jusqu’a E6.5 puis meurent a
E12.5 en absence d’induction du mésoderme nécessaire a la formation des muscles. Une perte
d’expression des génes du développement (Bra, Shh, Bmp?2 et Bmp4) et des génes cibles de
SRF (c-fos, Egr-1 et les 3 isoformes d’actines) empéche la mise en place des couches
cellulaires primitives nécessaire a la formation du mésoderme. Des études in vifro inhibant
I’expression de SRF sur des cellules ES montrent également une perte d’expression des génes
embryonnaires cardiaques et des défauts de formation du cceur (Sepulveda et coll., 2002 ; Niu
et coll., 2005). Afin de déterminer le role de SRF spécifiquement dans le muscle cardiaque,
plusieurs KO conditionnels basés sur la stratégie Cre/LoxP ont été créés chez la souris. Nous
avons montré dans le laboratoire qu’une invalidation de SRF dans le coeur obtenue grace a
une recombinasse Cre placée sous le controle du promoteur du géne f-mhc provoque une

diminution de la trabéculation cardiaque chez les embryons mutants ainsi qu’une dilatation des
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cavités cardiaques et une perte d’expression des génes du développement cardiaque tels que
Nkx2.5, Gata4 et myocardine (Parlakian et coll., 2004). Une seconde étude de KO ciblée dans
le coeur et les cellules du muscle lisse grace a une recombinase Cre contrdlée par le promoteur
du géne Sm22a montrent également des défauts de trabéculation et une forte désorganisation
des sarcomeres (Miano et coll., 2004). En 2005, la création d’'un KO conditionnel dans le
coeur utilisant une recombinasse Cre placée sous le contréle de promoteur du géne a-mhc met
en évidence le role de SRF dans la maturation des cardiomyocytes. Les auteurs observent une
augmentation de I’apoptose accompagnée d’une chute d’expression des 3 isoformes d’actines
cardiaque, squelettique et lisse (Niu et coll., 2005). Ces 3 modeles de souris transgéniques se
révelent 1étaux entre E10.5 et E13.5.

SRF controle aussi la formation embryonnaire du cceur via les miRs, notamment par
miR-133a et miR-1. Des sites de fixation pour des facteurs de transcription cardiaque tels SRF
et MEF2 ont été caractérisés dans les régions promotrices du cluster controlant I’expression de
ces 2 miRs. Une mutation sur le site de fixation de SRF ou le KO de SRF entraine une forte
diminution de I’expression de miR-1-1 et miR-1-2 (Miano et coll., 2004 ; Zhao et coll., 2005).
L’apparition de 1’expression de miR-1-1 et de miR-1-2 dans le coeur a partir de E8.5 suggere
un role de miR-1 dans la différenciation des cardiomyocytes. Une surexpression de miR-1
exclusivement dans le coeur a partir de E9 sous le contréle du promoteur du géne f-mhc
entraine D’arrét du développement du coeur a E13.5 accompagné d’une diminution de la
prolifération des cardiomyocytes et d’un affinement de la paroi ventriculaire (Zhao et coll.,
2005). De méme, ’interaction entre SRF et miR-133a est cruciale lors du développement
cardiaque. Une surexpression de miR-133a est 1étale dés E15.5 (Liu et coll., 2008). A E13.5, le
cceur des embryons transgéniques est dilaté et posséde une paroi ventriculaire amincie. Une
diminution de la prolifération est constatée alors que le taux d’apoptose reste inchangé (Liu et
coll., 2008). La double invalidation des geénes miR-133a-1 et miR-133a-2 entraine le déces de

la majorité des souris au lendemain de leur naissance (Liu et coll., 2008).
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2.4.2. SRF et ’hypertrophie post-natale

L’hypertrophie post-natale est un éveénement physiologique nécessaire au
développement du cceur aprés I’arrét de prolifération des cardiomyocytes a la naissance. Un
certain nombre d’études laisse apparaitre que SRF joue un role essentiel au bon déroulement
de ce processus. L’addition d’un adénovirus Cre sur des cardiomyocytes isolés de souris Sr7/™"
néonatales a permis de montrer une dérégulation de I’expression de nombreux genes de
I’appareil contractile tels que les actines, a-mhc et la troponine C (Balza et Misra, 2005 ;
Nelson et coll., 2005). La perte d’expression de SRF dans ces cardiomyocytes isolés montre
I’implication de SRF dans le dynamisme calcique et le stress cardiaque via la régulation de
Ncex1 et Anf'(Nelson et coll., 2005). Une surexpression de SRF perturbe aussi I’expression des
genes sarcomériques (Nelson et coll., 2005). Des modeles transgéniques de perte de fonction
de SRF confirment ces observations. L’expression dans les cardiomyocytes d’une forme
mutée de SRF incapable de se fixer sur la séquence SRE provoque la mort des souris
transgéniques entre 9 et 12 jours aprés la naissance (Zhang et coll.,, 2001a). Ces animaux
meurent suite a une forte désorganisation des sarcomeéres et une dilatation des ventricules et
présentent une chute d’expression des protéines cardiaques telles que o-MHC, actine
cardiaque et SERCA2 et une augmentation de 1’expression des geénes de stress cardiaque
comme Anf, actine squelettique et f-mhc (Zhang et coll., 2001a). Des modeles in vivo de
surexpression de SRF dans le coeur ont montré une corrélation entre le nombre de copies du
transgene Srf intégrés et la rapidité de 1’évolution de la maladie cardiaque vers le décés de
I’animal (Zhang et coll., 2001b). Ces différentes études in vitro et in vivo montrent qu’une
régulation fine de I’expression de SRF est nécessaire au bon déroulement de 1’hypertrophie

post-natale.

2.4.3. SRF chez I’adulte

SRF joue également un role essentiel dans le maintien de la fonction cardiaque chez
I’adulte. Plusieurs études incluant celles de notre laboratoire 1’ont validé a travers des

stratégies de perte ou de gain de fonction.
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Notre laboratoire a créé un modele murin transgénique de perte de fonction de SRF
dans le cceur de manicre conditionnelle et inductible. A 1’aide de la stratégie Cre/LoxP
inductible par injections de tamoxiféne, 1’invalidation du geéne Srf provoque chez la souris
adulte agées de 2 mois le développement d’une CMD conduisant a la défaillance cardiaque
puis au déces des animaux en moins de 10 semaines (Parlakian et coll., 2005). Au cours des 3
premicres semaines suivant les injections de tamoxiféne, les auteurs ont observé une tentative
d’hypertrophie du cceur afin de compenser la perte de SRF mais celle-ci avorte rapidement en
faveur d’une CMD. Celle-ci se caractérise par une diminution de la fraction d’¢jection (FE),
de la vitesse de raccourcissement des cardiomyocytes (VRC) et par une dilatation des
ventricules, plus particuliérement le ventricule gauche (VG). Les auteurs ont remarqué une
forte désorganisation des sarcomeres et le développement d’une fibrose accompagnée d’une
chute d’expression des genes cardiaques tels que [’actine cardiaque, a-mhc, Mck et Serca?.
Une seconde étude toujours chez la souris a montré qu’une augmentation du taux protéique de
SRF apres I’intégration de 1 copie du transgéne de Srf exprimé spécifiquement dans le cceur,
entraine également le développement d’une cardiomyopathie. Elle se caractérise par une
dilatation des cavités cardiaques, une hypertrophie pathologique des cardiomyocytes et
I’apparition de fibrose cardiaque (Zhang et coll., 2001a). Ces animaux meurent en revanche a

I’age de 6 mois.

2.4.4. SRF au cours du vieillissement

Chez des individus agés, I’apparition de problémes cardiaques est fréquente au cours
du vieillissement. Le déréglement de I’expression de SRF pourrait intervenir dans cette
perturbation de la fonction cardiaque. En effet, une augmentation d’environ 20% de
I’expression de Srf dans le cceur avec 1’age a été décrite chez le rat et la souris (Lu et coll.,
1998 ; Zhang et coll., 2003). De plus, une surexpression de SRF dans le cceur de 49% en
ARNm entraine I’apparition progressive d’une cardiomyopathie avec une réexpression de
genes feetaux et le développement primaire d’une fibrose cardiaque (Zhang et coll., 2003). Ces
souris transgéniques agées de 5 semaines ont une fonction cardiaque équivalente a celle des

animaux non transgéniques agés de 16 semaines (Zhang et coll., 2003). Les auteurs
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considerent ce modele comme un modele de vieillissement cardiaque bien que I’expression
transcriptionnelle de Srf soit plus importante que dans le phénoméne de vieillissement
physiologique. La méme équipe a créé un modele de souris transgéniques exprimant un
dominant négatif de SRF. Ces souris agées de 15 mois exprimant le méme taux protéique de
SRF que de jeunes souris de 3 mois présentent une meilleure fonction cardiaque que des souris
non transgéniques du méme age (Azhar et coll., 2007). L’augmentation de 1’expression de
Serca2 améliore la dynamique des échanges calciques et la diminution d’expression de Bnp

témoigne d’une atténuation du stress cardiaque.

2.4.5. SRF dans les pathologies cardiaques

A ce jour, aucun lien direct n’a été¢ décrit entre une mutation du geéne Srf et une
pathologie cardiaque mais il est clairement établi qu'un dysfonctionnement de I’expression de
SRF pourrait jouer un rdle déterminant dans I’évolution vers la défaillance cardiaque.
Plusieurs arguments sont en cette faveur. Une premicre étude a décrit la présence en quantité
importante de I’isoforme tronquée SRF-S chez des patients atteints de défaillance cardiaque
induite par des cardiomyopathies ou par des pathologies touchant les artéres coronariennes
(Davis et coll.,, 2002). Ce taux élevé de SRF-S (40% contre 20% chez un patient sain)
s’accompagne d’une diminution de I’expression de SRF-L (14% contre 56% chez un patient
sain). Par dimérisation avec la forme mature, ces formes tronquées de SRF agissent comme
des dominants négatifs et participent a I’inhibition de son activité transactivatrice (Chang et
coll., 2003 ; Kemp et Metcalfe, 2000 ; Belaguli et coll., 1999).

Une forme trans-dominante négative peut également étre générée aprés clivage de
SRF-L par la caspase 3 (Chang et coll., 2003). Cette isoforme, appelée SRF-N, est retrouvée
chez des patients atteints de cardiomyopathies et est susceptible d’accélérer I’évolution de la
maladie vers la défaillance cardiaque. En revanche, il est intéressant de remarquer que cette
forme clivée de SRF n’est pas retrouvée chez les patients ayant un stimulateur cardiaque
(Chang et coll., 2003). Par ailleurs, il a ét¢ montré que SRF-L induisait 1’activation du gene
anti-apoptotique Bcl2 (Schratt et coll., 2004). Ces observations renforcent 1’idée que

I’altération de SRF observée dans les pathologies cardiaques accentue 1’évolution de la
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maladie vers la défaillance cardiaque via le phénomene d’apoptose impliqué dans le

remodelage cardiaque pathologique (Narula et coll., 2000).

3. IGF-1

Initialement décrite comme molécule du sérum pouvant induire la croissance cellulaire

Daughaday et Reeder, 1966), le facteur de croissance similaire a I’insuline (IGF-1) est une
y 5

protéine bien connue pour intervenir dans la croissance et la prolifération cellulaire mais aussi

dans la différenciation musculaire.

3.1. Généralités

3.1.1. Le géne

Treés conservé au cours de 1’évolution, le géne codant pour IGF-1 posséde une taille de
100 kb chez ’'Homme et de 80 kb chez les rongeurs. Grace a ses différents sites d’initiation et
ses nombreuses combinaisons d’épissages alternatifs (Rinderknecht et Humbel, 1978 ;
Rotwein et coll., 1986a ; Shimatsu et Rotwein, 1987), son locus peut générer différentes
isoformes caractérisées par différents peptides signal en N-terminal et différents peptides
d’extension (peptide E) en C-terminal de part et d’autre de la protéine IGF-1 mature.

Le géne humain /GF-1 est composé de 6 exons (Shimatsu et Rotwein, 1987 ; Bucci et
coll., 1989). Les exons 1 et 2 codent pour le peptide signal spécifique de chaque isoforme de la
protéine IGF-1. L’exon 3 code pour les 27 aa restants du peptide signal, qui sont communs a
toutes les isoformes et pour une partie de la protéine mature d‘IGF-1. L’exon 4 code pour le
reste de la partie mature d’IGF-1 et pour 16 aa du peptide E, communs aux différentes
isoformes. Les exons 5 et 6 codent pour les parties du peptide E spécifiques a chaque

1soforme.
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Le géne IGF-1 contient 2 promoteurs distincts, chacun spécifique de ’exon 1 et de
I’exon 2 (Yang et coll.,, 1995). Ces promoteurs contiennent respectivement 4 et 3 sites
d’initiation de la transcription. Il est intéressant de noter que les isoformes musculaires d’IGF-
1 sont principalement initiées par les sites 2 et 3 du promoteur de I’exon 1 (Yang et coll,,
1995 ; Simmons et coll., 1993) et I’isoforme cardiaque provient exclusivement de I’initiation a
partir du site 3. De plus, seule I’isoforme produite a partir de la transcription de I’exon 1 est

retrouvée dans les muscles (Shemer et coll., 1992).

3.1.2. Les différentes isoformes

La complexit¢ du patron d’épissage alternatif en 5 et en 3’ génére différentes
isoformes d‘IGF-1.

En 5°, il existe 2 types de peptide signal répartis en classe I et en classe II. Les
isoformes de classe I, produits a partir de 1’exon 1, possédent un peptide signal de 48 aa ou de
22 aa en fonction de leur site d’initiation. Il n’existe qu’une isoforme unique de classe II
caractérisée par un peptide signal de 32 aa synthétisé a partir de I’exon 2.

En 3’ du transcrit de /GF-1, 3 types de peptide E ont été décrits chez I’Homme. Il
existe un épissage alternatif entre les exons 4 et 6 produisant un peptide Ea de 35 aa présentant
91% d’homologie avec la souris (Jansen et coll., 1983 ; Bell et coll., 1986). L’isoforme IGF-
1Ea est principalement retrouvée dans le foie et le muscle (Lowe et coll., 1988 ; Musaro et
coll.,, 2001). Un épissage alternatif est €¢galement possible entre les exons 4 et 5 (Rotwein,
1986b). Celui-ci produit un précurseur contenant le peptide Eb de 77 aa, ne présentant aucune
similitude avec un homologue murin (Rotwein, 1986b). Enfin, le peptide Ec de 40 aa est
généré a partir de I’épissage alternatif entre les exons 4, 5 et 6. L’insertion de 49 pb de 1’exon
5 entraine la modification du cadre de lecture et I’apparition d’un codon stop dans I’exon 6. Ce
peptide Ec présente 73% d’homologie avec la souris (Chew et coll., 1995) et I'IGF-1Ec est
souvent retrouvé dans le foie, le muscle et le cerveau (Yang et coll., 1996 ; Dluzniewska et
coll., 2005). Plusieurs sites de polyadénylation situé¢s dans 1’exon 6 interviennent également

dans la demi-vie des transcrits d’IGF-1.
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3.1.3. La protéine et sa fonction

Comme beaucoup de facteurs de croissance, IGF-1 est produit sous la forme d’un
précurseur qui nécessite des modifications post-traductionnelles afin d’étre mature. Le peptide
signal, en N-terminal, est libéré sous 1’action d’une peptidase signal qui clive entre le peptide
signal et le prolGF-1 (Martoglio, 2003). En C-terminal, le peptide E est libéré par des sérines
protéases de la famille des pro-protéines convertases ressemblant a la subtilisine (PCS) dont la
principale représentante est la furine (Barr, 1991 ; Duguay et coll., 1995).

La protéine IGF-1, enfin mature, est composée de 70 aa répartis en 4 domaines B-C-A-
D, de N-terminal en C-terminal. Les domaines B et A présente 63% d’homologie avec
I’insuline (Rinderknecht et coll., 1978). IGF-1 est principalement sécrété par le foie de
manicre systémique mais est également produit localement pour une action paracrine ou
autocrine par différents organes comme le muscle, le tissu adipeux, le cerveau et le pancréas
(Roberts et coll., 1987).

Structuralement similaire a I’insuline, I’IGF-1 induit les mémes effets métaboliques a
court terme tandis qu’a long terme, il active la prolifération de nombreux types cellulaires
différents ainsi que la différenciation, celle du muscle squelettique principalement (Ren et

coll., 1999).

3.2. Régulation de IGF-1

Le facteur de croissance IGF-1 a besoin d’interagir avec plusieurs partenaires afin

d’assurer la régulation de son activité.

3.2.1. Son récepteur : IGF-1R

Le récepteur spécifique d’IGF-1 (IGF-1R) est de type tyrosine kinase. Il est composé
de 2 chaines, a et B, organisées en diméres. Les chaines o, a I’extérieur de la cellule,

interagissent avec leur ligand tandis que les chaines B, a la fois transmembranaires et

29



cytoplasmiques, contiennent le domaine tyrosine kinase (De Meyts et Whittaker, 2002). La
fixation d‘IGF-1 sur son récepteur entraine le changement de conformation du récepteur et
induit la phosphorylation du domaine tyrosine kinase puis des différents effecteurs en aval des
voies de signalisation concernées. L’insuline et IGF-2 peuvent interagir avec IGF-1R mais

avec une affinité moindre qu’IGF-1 (Pandini et coll., 2002).

3.2.2. Son homologue : IGF-2

IGF-1 possede un homologue, IGF-2. Celui-ci est composé¢ de 67 aa et présente la
méme structure générale qu’IGF-1. La régulation de son expression est particulicére car elle est
soumise a I’empreinte parentale ; seul 1’allele paternel est actif (Chao et D’ Amore, 2008).
IGF-2 posséde son propre récepteur, IGF-2R. Ne transmettant pas de signal, celui-ci séquestre
IGF-2 pour contrdler son interaction avec IGF-1R (Scott et Firth, 2004). Une augmentation
d’IGF-2, pouvant étre diie a la perte de I’empreinte parentale ou a une inactivation d’IGF-2R,
peut induire des effets mitotiques et jouer un rdle dans les cancers (McCann et coll., 1996).
Comme IGF-1, IGF-2 intervient dans le développement musculaire et active la différenciation
des myocytes via PI3K et AKT (Wilson et coll., 2003). Cependant, IGF-2 possede un domaine
d’activité différent d’IGF-1. Il semblerait que 1’expression transcriptionnelle d’IGF-2 chez la
souris soit principalement embryonnaire (DeChiara et coll., 1991, vu dans Chao et D’ Amore,
2008) tandis qu’IGF-2 est la forme d’IGF prédominante chez I’homme adulte (LeRoith et
Roberts, 2003).

3.2.3. Ses protéines de liaison : IGF-1BPs

L’activité biologique d’IGF-1 et d’IGF-2 est régulée par des protéines de liaison aux
IGFs, les IGFBPs. Ces protéines controlent leur disponibilité et leur demi-vie de maniére
positive ou négative en formant un complexe les empéchant de se fixer au récepteur.
Aujourd’hui, on dénombre 6 IGFBPs (IGFBP-1 a IGFBP-6) de haute affinité retrouvées chez
les mammiféres (Kiefer et coll., 1991 ; Kim et coll., 1997). Les IGFBP-1 a 4 ont une plus
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grande affinit¢ pour IGF-1 tandis que IGFBP-5 et 6 se lient préférentiellement a IGF-2.
D’autres IGFBPs (IGFBP-7 a IGFBP-10) ont été décrits comme de faible affinité (Fujinaka et
coll., 2010). Parmi ces IGFBPs, IGFBP-8 est plus connu sous le nom de Connective Tissue
Growth Factor (CTGF) (Kim et coll., 1997). Comme mac25/IGFBP-7 et les autres IGFBPs de
faible affinité, CTGF présente un motif de liaison de faible affinité¢ aux IGFs « GCGCCXXC »
en N-terminal (Kim et coll., 1997). Il a été¢ décrit que les IGFBPs jouent un réle dans la
prolifération, la différenciation et la régénération des myoblastes (Mourkioti et Rosenthal,

2005).

3.3. IGF-1 cardioprotecteur

Au cours des deux derniéres décennies, de nombreuses études ont clairement montré
les effets bénéfiques d’IGF-1 sur le muscle cardiaque.

Chez I’homme, des études cliniques ont montré qu’une administration d’IGF-1
augmentait le débit cardiaque et le volume systolique des sujets sains, témoignant de
I’amélioration de leurs capacités contractiles (Russell-Jones et coll., 1995 ; Donath et coll.,
1996). Chez plusieurs patients atteints de défaillance cardiaque depuis plus de 3 mois, un
traitement d’IGF-1 administré a 60 pg/kg sur 2 jours consécutifs pendant 4h permet de
diminuer la surcharge de travail du cceur (Donath et coll., 1998). Les patients ayant recu ce
traitement voient leur volume systolique augmenter ainsi que leur pression artérielle
pulmonaire et leur résistance systémique vasculaire diminuer respectivement de 25% et de
28%.

L’utilisation de modéles animaux a conforté ces données. Le hamster CHF147,
naturellement déficient en o-sarcoglycan, est utilis¢é comme modele de CMD. Une
administration controlée d’IGF-1 par micropompe permet a ces animaux de survivre environ
80 jours de plus grace a une amélioration de leur fonction cardiaque et une inhibition du
développement de la fibrose (Serose et coll., 2005, 2006). De plus, dans un modéle murin de
CMD induite par une surexpression de la tropomoduline dans le cceur, une surexpression

d’IGF1 améliore la fonction cardiaque de ces animaux grace a une diminution de I’apoptose.
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Elle permet également une restauration de la dynamique des échanges calciques conservant la
contractilité¢ des cardiomyocytes (Welch et coll., 2002).

Des études de surexpression d’IGF-1 ont permis d’approfondir les connaissances des
effets cardioprotecteurs du facteur de croissance. Une surexpression de ’isoforme humaine
IGF-1B sous le controle du promoteur du gene a-mhc permet d’augmenter la taille du coeur
par augmentation du taux de prolifération sans observation d’hypertrophie des cardiomyocytes
(Reiss et coll., 1996). La pression sanguine n’est pas influencée mais une augmentation de
39% de la vitesse de raccourcissement des cardiomyocytes est constatée (Redaelli et coll.,
1998). Un autre modele de surexpression d’IGF-1 humain a été créé chez la souris sous le
contréle du promoteur du geéne actine squelettique (Delaughter et coll., 1999). Cette isoforme,
exprimée dans le cceur et dans le muscle squelettique, améliore le débit cardiaque et augmente
d’environ 22% le poids des cceurs des animaux agés de 10 semaines. Cependant, ces effets
bénéfiques s’estompent avec le temps et cette surexpression d’IGF-1 devient néfaste a 1’age de
52 semaines. A 72 semaines, les auteurs observent une hypertrophie concentrique et le
développement d’une fibrose cardiaque démontrant les limites d’un traitement chronique par
IGF-1 (Delaughter et coll., 1999).

La cardioprotection apportée par IGF-1 dépend de I’isoforme utilisée et de la
localisation de son expression. L’équipe de Nadia Rosenthal a développé un modéle murin de
surexpression de 1’isoforme musculaire d’IGF-1 de rat (mIGF-1) exclusivement dans le cceur
sous le contrdle du promoteur du géne a-mhc. Cette surexpression permet de protéger le ceeur
d’agressions suite a des injections de cardiotoxine (Santini et coll., 2007). La restauration du
tissu cardiaque est facilitée grace a une activation de la prolifération des cardiomyocytes et du
signal anti-apoptotique. Une inhibition de la fibrogenése et de la réponse inflammatoire est
¢galement observée. De plus, cette méme construction s’avere protectrice contre le stress
oxydatif via ’activation de I’intermédiaire SirT1, connu pour son role protecteur contre
I’apoptose (Vinciguerra et coll., 2010 ; Alcendor et coll., 2007). Elle atténue 1’hypertrophie
pathologique cardiaque induite en inhibant I’expression des genes feetaux tels que actine
squelettique ou f-mhc et en activant des genes cardioprotecteurs comme adiponectine et Ucp-

1.
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OBJECTIFS

Afin de mieux appréhender le role de SRF et de ses cibles dans le remodelage
cardiaque, le laboratoire a développé un modele murin d’invalidation conditionnelle et
inductible du geéne codant SRF en utilisant la stratégie Cre-LoxP. Chez les souris adultes agées
de 2 mois, I’invalidation de SRF spécifiquement dans le cceur provoque une diminution de la
fonction cardiaque et le développement d’une cardiomyopathie dilatée. Le programme
cardiaque de I’expression génique est fortement perturbé avec une diminution de I’expression
des geénes cibles de SRF tel que ’actine cardiaque, la MCK ou encore les génes impliqués
dans le métabolisme calcique. L’architecture des cardiomyocytes est profondément altérée au
niveau des disques intercalaires. Toutes les souris mutantes meurent de défaillance cardiaque
dans les 10 semaines suivant le traitement au tamoxiféne pour invalider le géne. L’ensemble
de ces données a largement conforté le role majeur de SRF sur la fonction cardiaque.

Par ailleurs, de nombreuses équipes ont travaillé, en abordant divers aspects, sur le role
cardioprotecteur du facteur de croissance IGF-1 dans le muscle cardiaque. Parmi ces équipes,
celle de Nadia Rosenthal a développé et caractérisé un modele murin surexprimant de maniere
conditionnelle I’isoforme mIGF-1 dans les cardiomyocytes. La surexpression locale de mIGF-
1 assure une protection de la fonction cardiaque dans les conditions de stress (injections de
cardiotoxine ou ligation de I’artére coronaire gauche) par modulation de la réponse
inflammatoire et diminution de I’activité apoptotique.

Afin de déterminer si cette isoforme mIGF-1 pouvait avoir un impact sur le
développement de la CMD observée dans le modele d’invalidation du géne Srf dans le cceur,
nous avons crois¢ nos souris avec celles de Nadia Rosenthal et nous avons induit la perte de
SRF par injections de tamoxiféne en maintenant la surexpression du facteur de croissance chez
nos souris agés de 2 mois.

Les objectifs de mon travail ont été d’analyser les paramétres fonctionnels et
morphologiques du coeur pour les différents groupes de souris et d’étudier I’impact de mIGF-
1 sur les génes cibles de SRF. Je me suis intéressée a une caractérisation plus précise de la
fibrose cardiaque développée dans notre modele de CMD en s’attachant particuliérement au
role de CTGF et a mettre en lumiére les effets relationnels entre SRF, CTGF et mIGF-1.
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