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SUMMARY 

Introduction. Il est démontré que la fumée de cigarette peut induire à un dysfonctionnement endothélial et une augmenta-
tion du tonus vasculaire. Parmi de nombreux médiateurs vasoactifs produits par l’endothélium, l’endothéline-1 (ET-1) est 
un puissant agent vasoconstricteur possèdant également des propriétés mitogéniques. Le but de ce travail était d’étudier la 
régulation de l’expression des récepteurs d’ET-1 (ET-A et ET-B), dans les cellules endothéliales (CE) et musculaires lisses 
(CML) des artères pulmonaires exposées à l’extrait de la fumée de cigarette (EFC). 

Méthodes. Dans cette étude, les CE ou les CML ont été incubées pendant 24, 48, et 72 heures (h), avec l’EFC à différentes 
concentrations (5-30%). Les expressions protéiques des récepteurs ET-A et ET-B ont été mesurées par Western-Blot. 

Résultats. A 24h et 48h, il n’y avait pas de différence significative entre tous les groups sur l’expression des récepteurs ET-
B  dans les CE. A 72h, par rapport au groupe de contrôle, l’EFC (5-30%) diminuait significativement l’expression des récep-
teurs ET-B au niveau des CE.  Dans les CML, l’expression des récepteurs ET-A et ET-B n’était pas significativement diffé-
rent entre les groupes exposés  à l’EFC et le groupe de contrôle. Cependant, à 72h, il y avait une différence significative de 
l’expression des récepteurs ET-A dans les CML entre le groupe de contrôle et les groupes exposés à l’EFC. 

Conclusion. L’extrait de la fumée de cigarette induit une expression anormale des récepteurs ET-1 dans les CE et CML des 
artères pulmonaires. Elle pourrait être responsable du trouble de la vasoconstriction et du remodelage vasculaire. 

KEYWORDS:  Cigarette smoke, ET-1, ET-1 receptors, endothelial cells, smooth muscle cells 

Introduction. It is demonstrated that cigarette smoke induces endothelial dysfunction and increases vascular tone. Among 
the numerous vasoactive mediators produced by endothelium, enthothelin-1 (ET-1) is a the most potent vasoconstrictor 
and mitogenic agent. The aims of the present study was to demonstrate the effect of cigarette smoke extract (CSE) on the 
regulation of ET-1 receptors (ET-A and ET-B) of    pulmonary arterial endothelial (EC) and smooth muscle cells (SMC).  

Methods. In the present study, human pulmonary artery EC and SMC were exposed to CSE with increased concentrations 
(5-30%), during 24, 48 and 72 hours (h), respectively. ET-A and ET-B receptor expressions were measured by Western-Blot.  

Results. At 24h and 48h, whatever CSE concentration, there were no significant differences of ET-B receptor expressions in 
EC  between all groups. At 72h, in comparison with control group, CSE (5-30%) reduced significantly ET-B receptor expres-
sion in EC. In SMC, ET-A and ET-B receptor expressions were not significant different between exposed-CSE and control 
groups. However, at 72h, there were the significant differences of ET-A receptor expression in SMC between exposed-CSE 
groups and control (15-30% CSE). 

Conclusion. Cigarette smoke extract induces abnormal expressions of ET-1 receptors in EC and SMC of pulmonary artery, 
which might be responsible of vasoconstriction alteration as well as vascular remodelling. 

RESUME 

MOTS CLES:  Fumée de cigarette, ET-1, ET-1 récepteurs, cellules endothéliales, cellules musculaires lisses 
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INTRODUCTION 
 
La consommation de tabac représente un problème 
de santé publique majeur dont les conséquences sont 
considérables. Les répercussions sur la santé les plus  
communes sont la broncho-pneumopathie chronique 
obstructive (BPCO), le cancer broncho-pulmonaire et 
les atteintes du système cardiovasculaire. Dans le 
monde, chaque année, il y a environ 5 millions de 
décès liés aux effets nocifs du tabac [1]. 
 
En France, le tabagisme représente un coût humain 
important. En 1999, il était estimé que 66 000 per-
sonnes étaient victimes des morts prématurées à 
cause du tabac, dont une grande partie survient 
avant 65 ans [2].  
 
La fumée de cigarette qui se compose de plus de 4 
000 substances chimiques, est capable de nuire à tous 
les organes, en particulier le poumon et le système 
cardiovasculaire. 
 
Au niveau tissulaire pulmonaire, les cellules endo-
théliales (CE) et musculaires lisses (CML) des artères 
pulmonaires sont particulièrement sensibles aux  
effets toxiques de la fumée de cigarette. La réponse 
anormale de ces cellules entraîne un dysfonctionne-
ment endothélial vasculaire, une augmentation du 
tonus basal des vaisseaux pulmonaires ainsi que le 
remodelage vasculaire pulmonaire et des voies    
aériennes.  
 
Ce phénomène est ainsi à l’origine des maladies car-
diovasculaires ou respiratoires telles que l’athéros-
clérose et la BPCO. De plus, le stress oxydatif [3] et 
l’inflammation chronique provoqués par la fumée de 
cigarette jouent un rôle important dans la vasoréacti-
vité. 
 
Parmi de nombreux médiateurs vasoactifs produits 
essentiellement par l’endothélium, l’endothéline-1 
(ET-1) est un puissant agent vasoconstricteur qui 
possède également des propriétés mitogéniques.  
Différentes études expérimentales et cliniques      
laissent à penser que l’ET-1 pourrait jouer un rôle 
dans le remodelage vasculaire lié au tabagisme [4-6].  
 
Il existe déjà plusieurs études in vivo et in vitro sur 
l’effet du tabac dans l’expression et la libération d’ET
-1 et ses récepteurs (ET-A et ET-B) [7, 8]. Mais la   
régulation des récepteurs d’ET-1 au niveau des CE et 
des CML en réponse à la fumée de cigarette a été peu 
étudiée, en particulier en culture cellulaire [9,10]. 
 
Notre travail a donc pour but d’étudier la régulation 
de l’expression des récepteurs d’ET-1 (ET-A et ET-B), 
dans les CE et les CML des artères pulmonaires   
exposées à l’extrait de la fumée de cigarette (EFC). 
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MATERIELS ET METHODES 
 
Matériels 
L’expression des récepteurs ET-B au niveau des CE 
vasculaires pulmonaires, ainsi que l’expression des 
récepteurs ET-A et des récepteurs ET-B au niveau 
des CML vasculaires pulmonaires, ont été évaluées 
dans cette étude.  
 
Les CE (Human Pulmonary Artery Endothelial Cells, 
HPAEC, C-12241, Promo Cell) et les CML (Human   
Pulmonary Artery Smooth Muscle Cells, HPASMC, C-
12521, Promo Cell) des artères pulmonaires sont    
réparties en trois groupes en fonction de la durée 
d’exposition à l’EFC de 24h, 48h, 72h respectivement, 
par rapport aux cellules-contrôles. On a fait, dans 
chaque groupe, 2 séries pour évaluer l’expression 
des récepteurs ET-B au niveau des CE et des CML. 
De plus, pour étudier l’expression des récepteurs ET-
A au niveau des CML, on a fait 3 séries pour le  
groupe 1 (24h) et le groupe 2 (48h), et 4 séries pour le 
groupe 3 (72h). 
 
Pour chaque série, l’extrait de la fumée de cigarette 
(EFC ; Camel avec 0,8 mg nicotine), à une concentra-
tion différente de 5%, 10%, 15%, 20%, 25% et 30%, est 
donné aux CE et CML en diluant dans les milieux de 
culture (Endothelial Cell Growth Medium C-22010 ou 
Smooth Muscle Cell Growth Medium 2 C-22062, fournis 
par Promo Cell), par rapport aux cellules-contrôles. 
 
Groupe 1: les CE et CML des artères pulmonaires  
sont exposées à l’extrait de la fumée de cigarette  
durant 24h.  
Groupe 2: les CE et CML des artères pulmonaires  
sont exposées à l’extrait de la fumée de cigarette  
durant 48h. 
Groupe 3: les CE et CML des artères pulmonaires  
sont exposées à l’extrait de la fumée de cigarette  
durant 72h. 
 
Méthodes 

Stimulation des cellules avec l’extrait de la fumée de    
cigarette (EFC) 
Les CE ou les CML sont incubées dans le milieu 
compatible pendant 24, 48 ou 72 heures, avec l’EFC à 
différentes concentrations (5%, 10%, 15%, 20%, 25% 
et 30%) dilué dans le même milieu par rapport au 
contrôle (milieu sans EFC). 
 
Protocole de stimulation 
Pour des CE des artères pulmonaire humaines 
(HPAEC) ou des CML des artères pulmonaire      
humaines (HPASMC): 
Passage 4-6ème. 
Boite de 25 cm2 ou de 75cm2. 
Temps d’exposition: 24h - 48h - 72h. 
Contrôle visuel tous les 24 heures. 
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EFC exposée dès après le changement de milieu  
avec une confluence cellulaire plus de 90%.  
Les cellules exposées ont été récupérées après le  
temps adéquat. 
 
Récupération et dosage des protéines 
Une fois que les cellules sont exposées à l’EFC     
pendant 24, 48 ou 72 heures, on récupère les pro-
téines en écrasant les cellules mécaniquement avec le 
scraper stérilisé sous la hotte. Les cellules on été   
récupérées dans les tubes de centrifugation de 1.5 
mL et centrifugées 10 minutes à 14000 tpm à 4°C 
avant le dosage des protéines. Les surnageants ont 
été utilisés pour le dosage des protéines ou ont été 
récupérés et conservés dans les cryotubes à - 20°C. 
 
Pour doser la concentration des protéines dans les 
surneagants, nous avons utilisé le kit BACTM Protéin 
Assay-Reducing Agent Compatible (Bicinchoninic 
Acid ) selon le protocole du fournisseur (Pierce Bio-
technologie, USA) .  
 
Mesure de l’expression des récepteurs ET-A ou ET-
B par Western-Blot 
Préparation des gels  
Le gel SDS-PAGE 12% a été utilisé pour la migration 
des protéines. Le pourcentage de ce gel était         
favorable pour la migration des protéines molécu-
laires de 48 kDa ou 35 kDa, pour des récepteurs ET-
A ou ET-B, respectivement. Et le gel SDS-PAGE 6% a 
été choisi pour le dépôt des échantillons.  
 
 Préparation des échantillons  
Les extraits des protéines ont été conservés à -20°C 
dans le tampon de reprise composé de Laemmli, 
d’eau distillée et d’Anti-protéase. Le volume de    
chaque préparation était suffisant pour 4 dépôts de 
25 µg par puits dont le rapport de composition était 
de Laemmli (50 µl), Antiprotéase 5X (40 µl), eau    
distillée plus extrait de protéine (110 µl). En re-
vanche, le   volume préparé était de 300 µl pour ga-
rantir la quantité des échantillons.  
 
Nous avons utilisé le marqueur de protéine fourni 
par Invitrogen Corporation (SeeBlue Plus2-Pre-
Stained Standard) pour contrôler la migration des 
protéines dans le gel SDS-PAGE. Avant de déposer 
les échantillons, ces derniers ont été dénaturés à 95°
C dans le bain-marie  pendant 5 minutes et ont été 
centrifugés après la dénaturation thermique pour 
obtenir l’homogénéisation des échantillons. 
 
Migration et transfert des protéines 
La migration a été réalisée dans le tampon composé 
de Tris 50 mM, Glycine 0.38 M, SDS 0,1% et d’eau 
distillée avec l’appareil de Bio Rad. Nous avons   
choisi la membrane polyvinylidene fluoride (PVDF, 
Immobilon-P) pour le transfert semi-sec en utilisant  

l’appareil Trans-Blot SD-Bio Rad. Le protocole de 
transfert a été strictement respecté selon la recom-
mandation du fournisseur (Millipore Corporation, 
USA). 
 
Traitement par des anticorps spécifiques  
La membrane PVDF a été rincée pendant 5 minutes 
par PBS-Tween (0,1%) et puis incubée dans la       
solution PBS-Tween-Lait écrémé (5%) pendant une 
heure pour bloquer les sites non-spécifiques. La 
membrane a été ensuite incubée avec le 1er anticorps 
dans la solution PBS-Tween-Lait écrémé (5%) sous 
agitateur pendant la nuit à 4°C. On a choisi la       
dilution de 1/1000 pour le 1er anticorps du récepteur 
ET-A et 1/5 000 pour l’anticorps secondaire. Pour le 
récepteur ET-B, la dilution de 1/500 pour le 1er anti-
corps et la dilution de 1/5 000 pour l’anticorps      
secondaire ont été choisies. 
 
Après l’incubation avec le 1er anticorps pendant la 
nuit à 4°C, la membrane a été incubée dans la       
solution PBS-Tween-Lait pendant 45 minutes à la 
température ambiante avec l’anticorps secondaire 
après 6 rinçages de 5 minutes par la solution PBS-
Tween. La membrane a été ensuite rincée 6 
fois pendant 5 minutes avant la révélation par le kit 
ECL.  
 
Le contrôle de la quantité des protéines a été fait 
après la révélation de l’anticorps des récepteurs ET-

A et ET-B en utilisant l’anticorps de -actine (Mouse 

anti--actine  IgG, Tebu-bio, dilution 1/1 500) avec 
les mêmes étapes citées ci-dessus pour Western-Blot 
sans bloquer les sites non-spécifiques.  
 
Détection des complexes antigène-anticorps  
Le kit ECL Plus (Chimiluminescence amplifiée) était 
utilisé pour la détection luminescente grâce à sa  
haute sensibilité et sa détection rapide. Le film     
Hyper-film (Amersham, Biosciences) a été choisi 
pour développer des signaux. Le temps d’exposition 
était de tous les 1 minutes jusqu’à 5 minutes pour 
chaque membrane. 
 
Analyse statistique  
Les expressions protéiques des récepteurs ET-A ou 
ET-B ont été mesurées par densitométrie. Les        
résultats sont présentés par les valeurs moyennes. 
Une comparaison par l’analyse de variance 
(ANOVA) et le test de T-student étaient utilisées 
pour l’étude   statistique des données. Une valeur de 

p0,05 est considérée comme étant significative. 
 
 
RESULTATS 
 
Expression des récepteurs ET-B au niveau des    
cellules endothéliales mesurée par Western-Blot 
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L’expression des récepteurs ET-B au niveau des CE 
mesurée par western-blot des 3 groupes est rappor-
tée: dans le groupe 1 (24h) et le groupe 2 (48h), il n’y 
avait pas de différence significative sur les expres-
sions des récepteurs ET-B au niveau des CE exposées 
à l’EFC à une concentration de 5% à 30% par rapport 
au contrôle (Tableau 1). 
 
Idem, on n’a pas trouvé de différence significative 
dans le groupe 3 (72h) sur les expressions des récep-
teurs ET-B au niveau des CE. Les résultats ont    
montré que l’expression des récepteurs ET-B était 
diminuée après exposition à l’EFC à une concentra-
tion de 5% à 30% par rapport au contrôle (Tableau 1). 
 
Expression des recepteurs ET-A et ET-B au niveau 
des CML mesurée par Western-Blot 
Expressions des récepteurs ET-A au niveau des CML  
mesurée par Western-Blot des 3 groupes  
Comme les résultats sur l’expression des récepteurs 
ET-B au niveau des CE, il n’y avait pas de différence 
significative sur les expressions des récepteurs ET-A 
au niveau des CML exposées à l’EFC à 24h et 48h par 
rapport au contrôle (Tableau 2). 
  

Dans le groupe 3 (72h), il y avait une différence    
significative sur les expressions des récepteurs ET-A 
au niveau des CML. L’expression des récepteurs ET-
A était significativement plus élevée après exposition 
à l’EFC, à concentration de 15%, 25% et 30%, par   
rapport au contrôle (p<0,05, p<0,01 et p<0,05; respec-
tivement ; Tableau 2). 
 
Expressions des récepteurs ET-B au niveau des CML  
mesurée par Western-Blot des 3 groupes  
Dans les 3 groupes, il n’y avait pas de différence  
significative sur les expressions des récepteurs ET-B 
au niveau des CML exposées à l’EFC par rapport au 
contrôle (Tableau 3). 
 
 
DISCUSSION 
 
Le tabagisme est un facteur de risque pour les      
maladies cardiovasculaires et respiratoires. Un grand 
nombre d’études ont montré que la fumée de        
cigarette peut aboutir à un dysfonctionnement des 
CE et à une hyper-réactivité des CML (Figure 1). La 
diminution de la production du NO, l’augmentation  
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TABLEAU 1 
 

Expression moyenne des récepteurs ET-B au niveau des CE mesurée par Western-Blot 
 

Durée d’exposition 

Concentration de l’extrait de la fumée de cigarette (EFC) 
 

  control 5% 10% 15% 20% 25% 30% 

24h 111,95 110,61 196,83 182,62 267,70 220,41 185,31 

48h 143,98 131,69 224,29 231,39 284,40 210,91 252,88 

72h 
 

375,43 
 

42,59 
 

27,94 
 

42,10 
 

48,24 
 

100,89 
 

88,50 
 

 CE: cellules endothéliales. 

 

TABLEAU 2 
 

Expression moyenne des récepteurs ET-A au niveau des CML mesurée par Western-Blot 
 

Durée d’exposition 

Concentration de l’extrait de la fumée de cigarette (EFC) 
 

  control 5% 10% 15% 20% 25% 30% 

24h 95,73 144,87 120,79 129,66 151,65 90,86 117,42 

48h 67,98 71,46 61,53 51,16 76,42 35,11 88,79 

72h 
 

98,54 
 

172,92 
 

173,78 
 

214,52* 
 

171,89 
 

300,63** 
 

455,67* 
 

 CML: cellules musculaires lisses ; (*): p<0,05 ; (**): p<0,01. 
 

TABLEAU 3 
 

Expression moyenne des récepteurs ET-B au niveau des CML mesurée par Western-Blot 
 

Durée d’exposition 

Concentration de l’extrait de la fumée de cigarette (EFC) 
 

  control 5% 10% 15% 20% 25% 30% 

24h 212,04 129,30 98,54 124,22 116,72 106,31 166,95 

48h 358,50 187,49 127,97 181,42 254,95 107,96 234,99 

72h 
 

184,16 
 

49,85 
 

16,69 
 

54,78 
 

64,39 
 

56,70 
 

136,20 
 

 CML: cellules musculaires lisses. 
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de l’expression d’ET-1, l’aggravation du stress     
oxydatif et l’inflammation chronique dues au tabac, 
ont été déjà largement étudiées. Cependant, la      
modulation de l’expression des récepteurs d’ET-1 au 
niveau des CE et des CML dans le tabagisme sur les 
modèles de cellules cultivées a été peu explorée. 
 
Dans cette étude, nous avons trouvé une diminution 
de l’expression des récepteurs ET-B au niveau des 
CE et une augmentation de l’expression des récep-
teurs ET-A au niveau des CML après exposition à 
l’extrait de la fumée de cigarette (EFC). 
 
Après exposition à l’EFC durant 72 heures, l’expres-
sion des récepteurs ET-B au niveau des CE était   
manifestement diminuée par rapport au contrôle. 
Quoique l’expression moyenne était diminuée dès à 
faible concentration de l’EFC, mais il n’y avait pas 
différence significative par rapport au contrôle. Ce 
fait était lié au nombre limite d’échantillons inclus. Il 
serait préférable d’augmenter le nombre d’échantil-
lons afin de mettre en évidence une différence signi-
ficative dans de prochaines études. 
 
Au niveau des CE où se trouvent des récepteurs ET-
B qui sont responsables de la clairance de l’ET-1 
plasmatique [11]. La diminution de l’expression     
protéique des récepteurs ET-B au niveau des CE 
après exposition à l’EFC pourrait conduire à une  
altération de la production du NO. De même la   
clairance de l’ET-1 plasmatique est atténuée. Tous 
favorisent l’explication d’une augmentation du    
tonus basal des artères pulmonaires liée au tabac. 
C’est la raison pour laquelle le tabac est impliqué  

dans l’augmentation du tonus basal des artères    
pulmonaires.  
 
Les récepteurs ET-A et ET-B, situés au niveau des 
CML, jouent un rôle important dans la vasoconstric-
tion. Dans le poumon, la proportion des récepteurs 
ET-A est plus importante que celle des récepteurs ET
-B. Dans le groupe 3 (72h), l’expression des           
récepteurs ET-A au niveau des CML était significati-
vement plus élevée après exposition à l’EFC à une 
concentration augmentée (Tableau 2). De plus, l’   
activation des récepteurs ET-A est aussi responsable 
de la prolifération des CML et de la production de la 
matrice extra-cellulaire. En effet, Dadmanesh et al 
ont montré que la prolifération cellulaire vasculaire 
et aérienne induite par le tabac était liée à la stimula-
tion des récepteurs ET-A [12].  
 
Même si le mécanisme de la régulation positive des 
récepteurs d’ET-1 n’a pas été clairement établi, ce 
phénomène a déjà été constaté par plusieurs études 
sur les CML des vaisseaux et des voies aériennes. 
Des cytokines dérivées des cellules inflammatoires 
au niveau des voies aériennes peuvent conduire à 
une régulation positive du niveau d’ET-1 plasma-
tique ainsi que des 2 sous-types de son récepteur qui 
renforcent l’effet synergique de la contractilité des 
muscles lisses. L’efficacité des antagonistes des    
récepteurs spécifiques ou non-spécifiques d’ET-1 a 
été bien établie dans le traitement de l’hypertension 
pulmonaire [13]. 
 
Par rapport aux résultats des autres études in vivo, 
dans cette étude, il n’y avait pas de différence signifi-
cative sur les expressions des récepteurs ET-B au 
niveau des CML exposées à l’EFC par rapport au 
contrôle. Cependant, il existe très certainement une 
différence non négligeable entre le modèle in vivo et 
in vitro comme le nôtre dans les  cellules cultivées. 
 
En ce qui concerne la relation dose - effet du taba-
gisme dans l’expression des récepteurs d’ET-1 au      
niveau des CE et des CML, il n’y avait pas de corré-
lation étroite entre l’expression protéique et la con-
centration de l’EFC exposée. En fait, les CE et les 
CML étaient plus sensibles à l’EFC à une concentra-
tion plus de 20%. Dans cette étude, la concentration  
maximale de 30% a été choisie en fonction du     
pourcentage des cellules mortes (< 25%) après l’   
exposition à différente concentration de l’EFC à 24h 
– 48h. 
 
La majeure partie d’ET-1 est sécrétée dans les CML 
et les CE de façon paracrine et autocrine, alors que 
seulement une petite partie d’ET-1 est sécrétée de 
façon endocrine. Borissova et al. ont suggéré que la 
concentration plasmatique d’ET-1 était augmentée à 
cause du tabagisme [14].  
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Figure 1. L’effet de l’ET-1 dans la vasoconstriction. 
L’ET-1 exerce l’effet de la vasoconstriction en se liant à au     
récepteur membranaire ETA. La liaison de l’ET-1 à son récepteur 
ET-A active une protéine G, de type Gq, couplée à la phospholi-
pase C entraînant une augmentation de la concentration intra-
cellulaire de calcium responsable de la contraction du muscle 
lisse vasculaire. L’ET-1 entraîne aussi la synthèse du NO et de 
la prostacycline par les cellules endothéliales, via la stimulation 
des récepteurs endothéliaux de type ET-B. 
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Il a été admis que l’expression des récepteurs ET-B 
au niveau des CE serait influencée par la modulation 
de la concentration d’ET-1. Mais dans cette étude, le 
dosage de la concentration d’ET-1 dans le milieu de 
la culture cellulaire en même temps que celui de l’ 
expression protéique n’a pas encore été réalisé.  
 
 
CONCLUSIONS  
 
Dans cette étude, après l’exposition de l’EFC au mi-
lieu des cultures cellulaires, il y avait une diminution 
 
 
CONFLIT D’INTERETS 
Aucun. 
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