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SUMMARY 

Introduction. La fumée de cigarette est associée à la dysfonction endothéliale et à l’augmentation du tonus vasculaire pul-
monaire. Cependant, les modifications de la voie RhoA/Rho-kinase/ROCK liées à l’interaction entre le NO, l’ET-1 et la 
fumée de cigarette ne sont pas connues.  

Objectifs. Ce travail a pour objectif d’étudier l’effet de l’extrait de la fumé de cigarettes (EFC) sur l’activité de la voie de 
signalisation RhoA/Rho-kinase/ROCK et de NOSe dans les cellules endothéliales (CE) des artères pulmonaires humaines. 

Méthode. Dans cette étude, les CE des artères pulmonaires humaines étaient stimulées par 3 concentrations (1%, 2.5% et 
5%) d’EFC pendant 1h30 jusqu’à 12h maximum. Les expressions protéiques des ROCKs, de la NO synthase endothéliale 
(NOSe), des récepteurs ETB ont été mesurées par Western-Blot.  

Résultats. Après 12 heures de stimulation par l’EFC, l’expression de la ROCK-2 était augmentée évidemment à 1% de 
l’EFC (0% vs 1%, 2520.70 ± 83.93 vs 2863.78 ± 67.27, P<0.05). Cependant, à 2.5% de l’EFC, l’expression de la ROCK-2 n’a pas 
continué à augmenter, mais était diminuée significativement par rapport à celle avec 1% de l’EFC (2.5% vs 1%, 2390.00 ± 
74.39 vs 2863.78 ± 67.27, P<0.01). Après la stimulation de 12 heures, on a trouvé une diminution significative de l’expres-
sion d’NOSe sous l’effet de 5% de l’EFC (0% vs 5%, 540.06 ± 12.24 vs 436.30 ± 14.52, P<0.01). 

Conclusion. Dans les CE vasculaires pulmonaires, la ROCK-2 peut être  activée par de faibles concentrations de l’EFC, mais 
inhibée par de plus fortes concentrations et l’expression de la NOSe peut être inhibée par l’EFC à 5%.  
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Introduction. Cigarette smoke is associated with endothelial dysfunction and increased pulmonary vascular tone.        
However, changes in the RhoA/Rho-kinase/ROCK pathway related to the interaction between NO, ET-1, and cigarette 
smoke are not known. 

Objectives. This work aims to study the effect of cigarette smoke extract (CSE) on the activity of RhoA/Rho kinase/ROCK 
signaling pathway and eNOS in endothelial cells (EC) of human pulmonary arteries. 

Methods. In this study, the EC of human pulmonary arteries were stimulated with 3 different concentrations (1%, 2.5% and 
5%) of CSE during 1h30 to 12h maximum. The protein expressions of ROCKs, endothelial NO synthase (eNOS), and ETB 
receptor were measured by Western blotting. 

Results. After 12 hours of stimulation by CSE, the expression of ROCK-2 was obviously increased to 1% of CSE (0% vs 1%, 
2520.70 ± 83.93 vs. 2863.78 ± 67.27, P <0.05). However, with 2.5% of the CSE, the expression of ROCK-2 has not continued 
to increase, but was significantly decreased compared to 1% of CSE (2.5% vs 1%, ± 2390.00 2863.78 ± 74.39 vs. 67.27, P 
<0.01). After 12 hours of stimulation, we found a significant decrease in the expression of eNOS in response to 5% of CSE 
(0% vs 5%, 540.06 ± 12.24 vs 436.30 ± 14.52, P <0.01).  

Conclusion. In EC of pulmonary arteries, ROCK-2 might be activated by a low concentration of CSE but inhibited by a high 
concentration. The expression of eNOS might be inhibited by CSE of 5%.  

RESUME 

MOTS CLES:  Cellules  endothéliales, artère pulmonaires, ROCK, NOSe, NO, extrait de la fumé de cigarettes 
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INTRODUCTION 
 
La consommation de tabac représente un problème 
majeur de santé publique avec des conséquences 
considérables sur le système respiratoire et cardio-
vasculaire, dont les plus communes sont la broncho-
pneumopathie chronique obstructive (BPCO), le can-
cer broncho-pulmonaire et l’athérosclérose. On es-
time que la consommation de tabac tue chaque an-
née plus de 5 millions de personnes dans le monde. 
Si cette tendance persiste, le tabac pourrait causer 
chaque année plus de 8 millions de morts dans le 
monde d’ici à 2030 [1].  
 
La fumée de cigarette contient plus de 4000 compo-
sants dont une majeure partie diffuse à travers la 
barrière alvéolo-capillaire et passe immédiatement 
dans la circulation pulmonaire. Au niveau des ar-
tères pulmonaires, les cellules endothéliales (CE) et 
les cellules musculaires lisses (CML) sont particuliè-
rement sensibles aux effets nocifs de la fumée de ci-
garette. Les réponses anormales de ces cellules peu-
vent entraîner un dysfonctionnement endothélial, 
une augmentation du tonus vasculaire de base ainsi 
que des remaniements tissulaires des vaisseaux pul-
monaires, qui pourraient ensuite conduire à une va-
soréactivité pulmonaire anormale [2,3].  
 
Au niveau du poumon, la voie de signalisation 
RhoA/Rho-kinase (ROCK) est impliquée dans la 
régulation de la vasoréactivité pulmonaire. La RhoA, 
une petite protéine G de la famille des Rho-GTPases 
couplée avec un récepteur membranaire, peut être 
activée non seulement par de nombreux médiateurs 
vasoactifs, mais aussi par les contraintes de cisaille-
ment et l’hypoxie [4]. Les ROCKs (ROCK-1 et ROCK
-2), effecteurs de la RhoA, ont de nombreux effets 
dans la régulation des fonctions cellulaires 
(migration, prolifération, apoptose), de l’expression 
génique et de la contraction des CML [5]. La modifi-
cation de cette voie de signalisation joue un rôle im-
portant dans le développement de certaines mala-
dies respiratoires associées à l’hypertension artérielle 
pulmonaire(HTAP) [6]. Si les effets de l’hypoxie sur 
l’activation de la voie RhoA/ROCK ont été déjà étu-
diés [7-9], peu d’études ont évalué les modifications 
de cette voie de signalisation sous l’effet du tabac.  
 
De nombreux médiateurs vasoactifs dérivés de l’en-
dothélium contrôlent la vasoréactivité pulmonaire. 
Le monoxyde d’azote (NO), un agent vasodilatateur, 
diminue le tonus vasculaire pulmonaire et inhibe la 
prolifération des CML [10]. A l’inverse, l’endothéline
-1 (ET-1) est un puissant agent vasoconstricteur qui 
possède des effets mitogéniques sur les CML vascu-
laires [11]. De nombreuses études ont montré que la 
fumée de cigarette, et le stress oxydatif dû à la pré-
sence des ROS (reactive oxygen species), peut d’une  
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part inhiber la synthèse et/ou l’activité du NO, et 
d’autre part stimuler la synthèse et/ou l’activité de 
l’ET-1, aboutissant à une augmentation du tonus 
vasculaire et un remodelage vasculaire pulmonaire 
[12]. 
 
L’effet du tabac sur la vasoréactivité pulmonaire est 
complexe, lié à l’existence de nombreuses interac-
tions entre différentes voies de signalisation, telles 
que la voie NOSe/NO, la voie ET-1 et la voie RhoA/
ROCK. Par exemple, la voie RhoA/ROCK peut être 
activée par l’intermédiaire de l’ET-1 [13], alors 
qu’elle peut aussi être inhibée par les donneurs du 
NO [14]. Jusqu’à présent, bien que les effets de la 
fumée de cigarette sur la vasoréactivité pulmonaire 
par l’intermédiaire de la voie NOSe/NO et de la voie 
ET-1 soient connus, le rôle de la voie RhoA/ROCK 
dans ces interactions entre NO et ET-1, notamment 
lors de l’exposition aux fumées de tabac, reste à pré-
ciser. 
 
OBJECTIFS   
 
Cette étude a été réalisée pour étudier : 1) Les ex-
pressions des Rho-kinases (ROCK-1 et ROCK-2) et 
l’expression de la NOSe (endothelial NOS) et l’ex-
pression du récepteur de l’ET-1 (ETB) sous l’effet ai-
gu de la fumée de cigarette ; 2) Chercher le méca-
nisme moléculaire lié aux interactions entre la voie 
RhoA/ROCK, la voie NOSe/NO et la voie ET-1 sous 
l’effet aigu de la fumée de cigarette. 
 
MATERIELS ET METHODES 
 
Culture cellulaire 
Les matériels pour la culture cellulaire sont principa-
lement fournis par Promocell sauf qu’on indique 
autre part. Les CEs (Human Pulmonary Artery En-
dothelial Cells, HPAEC, C-12241) des artères pulmo-
naires humaines sont décongelées et cultivées avec 
les milieux spéciaux (Endothelial Cell Growth Me-
dium MV 2, C-22022 plus 100 IU/mL de pénicilline, 
100 IU/mL de streptomycine et 0.25 ug/mL de fun-
gizone, dans les flacons de 25 cm2 à 37°C avec 5% de 
CO2. Le 3ème au 7ème passage des CE et le 7ème au 
11ème passage des CML sont utilisées dans tous nos 
expériences. Quand les cellules sont proliférées jus-
qu’à la confluence de 90%, elles sont stimulées avec 
différentes concentrations de l’EFC par rapport au 
contrôle. 
 
Préparation de l’EFC 
L’EFC a été préparé selon la méthode validée par 
David Bernhard et al [15] avec quelques modifica-
tions. En bref, 3 cigarettes commerciaux (CAMEL, 
0.8 mg Nicotine, 10mg Goudrons) ont été bouffées 

dans 5 mL de milieu RPMI 1640 (7～8 bouffées/

cigarette, 20 bouffées/ 5 mL) sous la hotte.  
Les ciga-
rettes ont 
été bouf-
fées à 

l’aide d’une pompe  
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automatique respiraroire (Smoking machine RM 1/
G borgwaldt, Germany) avec une fréquence de 1 
bouffée/ min (chaque bouffée est durée pendant 2 
secondes) , en fabriquant 35 mL de fumée/ bouffée, 
qui imite l’habitude des fumeurs [16]. L’EFC préparé 
préalablement, considéré comme la solution mère 
(100%), était ensuite conservé à -20°C jusqu’à l’utili-
sation, dont la qualité a été évaluée par la mesure de 
l’absorbance à 320 nm où se trouve la longueur 
d’onde specialisée pour le peroxynitrite[72]. Après 
une fois de dilution avec le milieu RPMI 1640 (V/V), 
l’EFC avec une absorbance de 3.0 ± 1.0 a été utilisé. 
Après, la solution mère (100%) a été diluée par vo-
lume de milieu spécialisé, avec une échelle de con-
centation de 1% jusqu’à 5% dans les expériences sui-
vantes. Le 1% de l’EFC (0.04 bouffée/ mL) corres-
pond à une consommation de 1 à 1.5 paquets de ci-
garettes par jour pour les fumeurs, chez qui la con-
centration plasmatique de nicotine est de 20-40 ng/
mL.  
 
Test de cytotoxicite par MTT 
Pour évaluer la cytotoxicité de l’EFC, la viabilité des 
cellules a été mesurée par le test au MTT (3-(4,5-
diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényl tétrazolium bro-
mide), qui est basé sur la transformation du MTT en 
cristaux bleus de formazan par une enzyme mito-
chondriale, la succinate déshydrogénase. Les cris-
taux de formazan formés sont solubilisés dans le 
DMSO et peuvent ainsi être mesurés par spectropho-
tométrie à une longueur d’onde de 550 nm.  
 
En bref, les cellules étaient ensemencées dans une 
plaque de 96 puits, avec une confluence de 10,000 
cellules dans 200 µL de milieu. Au moins 12 heures 
après l’ensemencement, les cellules étaient exposées 
aux différentes concentrations de l’EFC (0% à 30%) 
pendant 24h. Après 24 heures de stimulation, 50µL 
de 0.2% MTT (Sigma) a été ajouté dans chaque puits 
en jettant l’ancien milieu. Après 4 heures d’incuba-
tion avec MTT à 37°C, 100 µL/puits de DMSO a été 
ajouté au lieu de MTT. Finalement, l’absorbance a été 
mesurée à 550 nm, par un lecteur de plaques ELISA 
(Packard BioScience). Chaque concentration de l’EFC 
était réalisée en triple.  
 
Stimulation des cellules par l’EFC 
Une fois que des cellules sont proliférées à une con-
fluence de 90%, elles sont exposées aux différentes 
concentrations de l’EFC (0%, 1%, 2.5% et 5%) pen-

dant une courte durée. Les CE，réparties en deux 

groupes, sont exposées aux différentes concentra-
tions de l’EFC pendant 3 h et 12 h, respectivement: 
groupe 1 : 3 h (EFC : 0%, 1%, 2.5% et 5%) ; groupe 2 : 
12 h (EFC : 0%, 1%, 2.5% et 5%). 
 
Western-Blot (WB)  
Les homogénéités cellulaires ont été utilisées pour le 

WB 
après 
avoir été 
dosées 

avec le Pierce BCAProtein  
 

Assay Kit - Reducing Agent Compatible (﹟23250, 

Thermo Scientific) selon le protocole du fournisseur. 
En bref, 1 mL de solution BCA-A et 20 µL de solu-
tion BCA-B (50 :1), plus 25µL de l’homogénéité cellu-
laire étaient incubées ensemble dans un microtube 
de 1.5 mL à 37°C pendant 30 minutes. Après l’auto-
zéro de la spectrophotométrie avec le RIPA 1X, la 
concentration totale des protéines a été mesurée à 
562 nm, dont l’unité est µg/µL. 
 
Preparation des echantillons 
Selon la concentration totale des protéines mesurée, 
les échantillons pour Western-Blot ont été préparées 
avec Laemmli (4X), antiprotéase (5X) et de l’eau dé-
sionisée. Finallement, la quantité totale des protéines 
dans chaque échantillon était déjà homogénéisée, 
avec une concentration finale de 20µg/ 50µL. Une 
échantillon de 300 µl comprend 120µg de protéines, 
75µl de Laemmli (4X) et 60µl de l’antiprotéase (5X), 
en étant complétée par l’eau désionisé. Les échantil-
lons devaient être préchauffées à 96°C pendant 7 à 8 
minutes pour dénaturer les proteines avant la me-
sure par Western-Blot. 
 
Préparation du gel  
Le gel SDS-PAGE (7.5%/4%) était utilisé pour la mi-
gration des protéines. Finallement, les protéines de 
grands poids moléculaires, comme ROCK-1(160 
kDa), ROCK-2(160 kDa), et NOSe (140 kDa), se trou-
vaient dans la partie supérieur du gel. Alors que les 
protéines de faibles poids moléculaires, comme le 
ETB (35 kDa), se trouvaient dans la partie inférieur 
du gel.  
 
Migration des protéines 
Pour garantir les bons résultats, une certaine quanti-
té de protéine totale (5 µg pour NOSe, 15 µg pour 
ROCK-1, ROCK-2 et ETB) a été déposée dans chaque 
puits. La migration a été réalisée dans le tampon de 
migration (Tris 50 mM, Glycine 0.38 M, SDS 0.1% et 
de l’eau désionisée) avec l’appareil de Bio Rad.  
 
Transfert des protéines 
La membrane polyvinylidene fluoride (PVDF, Im-
mobilon-P) a été choisie pour le transfert semi-sec en 
utilisant l’appareil Trans-Blot SD (Bio Rad), selon le 
protocole recommandé par le fournisseur (Millipore 
Corporation, USA).  
 
Incubation avec des anticorps spécifiques 
Après le transfert, la membrane PVDF a été rincée 2 
fois de 5 minutes dans la PBS-Tween (1%) et puis 
incubée dans la PBS-Tween (1%)-Lait écrémé (5%) 
pendant 1 heure pour bloquer les sites non-
spécifiques. La membrane a été ensuite incubée avec 
le 1er anticorps dilué dans la même solution de block-
ing sur l’agitateur pendant la nuit à 4°C. La concen-
tration  du  1er anticorps était de 1/500 pour ROCK-1 
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(SC-6055, Santa cruz), 1/1000 pour ROCK-2 (SC-
1851, Santa cruz), ETB (SC-21196, Santa cruz) et 
NOSe (SC-654, Santa cruz). Le lendemain, après 3 
rinçages de 10 minutes avec la PBS-Tween (1%), la 
membrane était incubée ensuite avec l’anticorps se-
condaire pendant 45 minutes à la température am-
biante et était encore rincée pendant 3 fois avant la 
révélation des protéines. 
 
Pour contrôler la quantité totale des protéines dans 

chaque puits, la protéine -actine a été mesurée 
(dilution 1/1500, SC-47778, Santa cruz) comme un 
contrôle intérieur après stripping. En bref, les anti-
corps sur la membrane ont été enlevés par le rinçage 
dans le tampon de stripping (62.5 mM Tris-Hcl, 2% 

SDS, 100 mM -mercapto-éthanol) à 56°C pendant 30 
minutes. Puis, les mêmes étapes ont été réalisés 
comme ce qui sont citées ci-dessus pour Western-
Blot à partir de blocking. En effet, l’expression de 

protéine étudiée est présentée en rapport avec -
actine.  
 
Détection des complexes antigène-anticorps 
Le kit ECL Western blotting detection (Amersham, 
GE Healthcare) était utilisé pour la détection lumi-
nescente grâce à sa haute sensibilité et sa détection 
rapide. La luminescence est l'émission de lumière 
résultant de l'énergie émise par une substance qui 
passe de l'état excité à l’état fondamental.  
 
Le film Hyper-film (Amersham, GE Healthcare) a été 
choisi pour révéler les signaux des complexes anti-
gène-anticorps. Le temps d’exposition était de 5 se-
condes à 10 minutes en fonction des images. 
 
Analyse statistique 
Les expressions des protéines ont été mesurées par le 

densitomètre et contrôlées avec -actine. Au moins 3 
mesures ont été réalisées pour chaque groupe. Une 
comparaison par l’analyse de variance (ANOVA) et 
le test de T-student indépendant sont utilisés pour 
l’analyse statistique des résultats. Finalement, les 
résultats de Western-Blot sont présentés par les va-

leurs moyennes ± SEM. Une valeur de p0.05 est 
considérée comme significative. 
 
Cytotoxicite de l’EFC 
Pour évaluer la cytotoxicité de l’EFC, la viabilité cel-
lulaire a été mesurée initialement par le test au MTT. 
Après une stimulation par une échelle de 0% à 30% 
de l’EFC pendant 24 heures, une relation dose-effet a 
été montrée. Pour les CE, il n’y avait pas de diffé-
rence significative sur la viabilité jusqu’à 10% de 
l’EFC.  
 
Mais avec 12.5% de l’EFC, la viabilité des CE était 
diminuée signficativement par rapport au contrôle 
(P<0.05). La cytotoxicité était d’autant plus impor-

 

Expression de la voie RhoA/ROCK dans les CE 
 
Stimulation pendant 3 heures 
Selon les résultats de la cytotoxicité de l’EFC, 
puisque les CE supportaient mieux l’EFC que les 
CML et qu’on n’a pas trouvé la différence significa-
tive sur les expressions des ROCKs dans les CML 
après 1h30 de stimulation par l’EFC, donc on a com-
mencé avec 3 heures de stimulation pour les CE. 
Dans ce groupe-là, aucune différence significative a 
été trouvée sur les expressions des ROCKs. 
 
Stimulation pendant 12 heures  
Tandis qu’après 12 heures de stimulation par l’EFC, 
l’expression de la ROCK-2 était augmentée évidem-
ment à 1% de l’EFC (0% vs 1%, 2520.70 ± 83.93 vs 
2863.78 ± 67.27, P<0.05). Cependant, à 2.5% de l’EFC, 
l’expression de la ROCK-2 n’a pas continué à aug-
menter, mais était diminuée significativement par 
rapport à celle avec 1% de l’EFC (2.5% vs 1%, 2390.00 
± 74.39 vs 2863.78 ± 67.27, P<0.01) De plus, son ex-
pression était encore diminuée énormément à 5% de 
l’EFC, même si par rapport au contrôle (5% vs 0%, 

FIGURE 1. La viabilité des CE sous l’effet de l’EFC. 
(*, P<0.05 vs contrôle; **, P<0.01 vs contrôle) 

FIGURE 2. Expression de la ROCK-2 dans les CE après 
12h de stimulation par l’EFC. 
(*: P<0.05 vs contrôle; **: P<0.01 vs contrôle; ##, P<0.01) 
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Expression de la NOSe dans les CE 
Pour le groupe de 3h, il n’y avait pas de différence 
significative sur l’expression de la NOSe. Mais après 
la stimulation plus longue de 12 heures, on a trouvé 
une diminution significative de son expression sous 
l’effet de 5% de l’EFC (0% vs 5%, 540.06 ± 12.24 vs 
436.30 ± 14.52, P<0.01) (Figure 3). 
 

FIGURE 3. Expression de la NOSe dans les CE après 12h 
de stimulation par l’EFC. 
(**: P<0.01 vs contrôle).  

 
 
Récepteur ETB dans les CE 
Dans les CE, aucune différence significative a été 
trouvée sur l’expression du récepteur ETB pour tous 
les deux groupes (3 h et 12 h) (Figure 4A-B). 
 

 

FIGURE 4-A. Expression du récepteur ETB après 3h de  
stimulation de l’EFC par Western-Blot.                
(NS: non significatif)  

 

DISCUSSION 
 
Notre étude a montré que, dans les CE vasculaires 
pulmonaires soumises à des durées de stimulation 
plus longues, la protéine kinase ROCK-2 était activée 
par de faibles concentrations de l’EFC, tandis que 
son expression ainsi que l’expression de la NOSe 
étaient diminuées par de fortes concentrations de 
l’EFC. 
 
La mesure de la cytotoxicité induite par l’EFC a été 
réalisée avec une échelle de concentration de l’EFC 
(0% à 30%) au début de l’étude avec le test au MTT. 
Les trois concentrations de l’EFC (1%, 2.5%, 5%), uti-
lisées dans l’étude suivante, sont respectivement 
équivalentes aux concentrations considérées comme 
faible, modérée et forte par rapport aux concentra-
tions plasmatiques de nicotine habituelles chez les 
fumeurs (43.7 ± 38 ng/mL) [17]. Ici, 1% de l’EFC 
(0.04 bouffée/mL) correspond à une consommation 
de 1 à 1,5 paquets de cigarettes pour les fumeurs, 
chez qui la concentration plasmatique de nicotine est 
de 20—40 ng/mL [15].  
 
Bien que les résultats préliminaires ex vivo de notre 
laboratoire aient trouvé une activation de cette voie 
de signalisation au niveau des artères pulmonaires 
chez les fumeurs sans BPCO, le mécanisme molécu-
laire de cette activation n’est pas encore bien connu. 
Nous formulons l’hypothèse impliquant la voie ET-
1/ETA. Cette hypothèse est fondée sur un faisceau 
d’arguments que nous allons énumérer. L’ET-1 n’est 
pas stockée dans les vésicules de sécrétion au niveau 
des CE [18]. La production de l’ET-1 peut être régu-
lée assez vite, en seulement quelques minutes, pour 
modifier le tonus vasculaire en réponse à certaines 
conditions comme l’hypoxie et l’ischémie [19]. La 
concentration plasmatique de l’ET-1 est plus élevée  
 

FIGURE 4-A. Expression du récepteur ETB après 3h de  
stimulation de l’EFC par Western-Blot.                
(NS: non significatif)  
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chez les fumeurs [20, 21]. Enfin, plusieurs études ont 
trouvé une augmentation de la production de l’ET-1 
par les CE sous l’effet de l’EFC. Ainsi, Sang-Do Lee 
et al ont trouvé qu’une heure d’exposition des CE 
vasculaires pulmonaires entraînait une augmenta-
tion de l’expression génique de la pré-pro ET-1 alors 
que 4 h d’exposition augmentait de façon significa-
tive la production de l’ET-1 [22].  
 
En dehors des résultats montrés ci-dessus, on a aussi 
trouvé qu’après 3h de stimulation avec une forte 
concentration de l’EFC (5%), l’expression de la voie 
RhoA/ROCK était significativement diminuée par 
rapport à celles obtenues avec 1% et 2.5% de l’EFC. 
En même temps, il y avait une importante diminu-
tion de l’expression du récepteur ETA  par rapport à 
1% et 2.5% de l’EFC, mais aussi par rapport aux té-
moins. Puisqu’on a déjà montré qu’il n’y avait pas de 
différence significative sur la mortalité des cellules à 
5% de l’EFC, d’autres mécanismes sont donc mis en 
jeu pour expliquer l’inhibition de l’activation de la 
voie RhoA/ROCK avec de fortes concentrations de 
l’EFC.  

 
Comme déjà indiqué ci-dessus, la fumée de cigarette 
contient de fortes quantités de NO pouvant interfé-
rer avec la voie RhoA/ROCK et la voie ET-1/ETA. 
Le NO est connu pour être capable d’inhiber l’activi-
té de la RhoA par la S-nitrosation [23]. De plus, l’acti-
vité de la RhoA peut aussi être inhibée par la phos-
phorylation selon le niveau du NO [24]. Dans les 
CML vasculaires, le NO augmente la concentration 
de GMP cyclique (GMPc) en activant la guanylate 
cyclase soluble (GCs). Le GMPc active la protéine 
kinase G (PKG). La PKG participe ensuite à la phos-
phorylation de la RhoA, qui permet le GDI de captu-
rer la RhoA phosphorylée dans le cytosol et finale-
ment empêche son translocalisation à la membrane 
cellulaire où elle pourra être activée. Le NO est éga-
lement capable de contrôler l’expression génique et 
protéique de la RhoA par l’activation de la PKG [25], 
et inhiber l’expression génique de la prépro ET-1 par 
l’intermédiaire de la GMPc dans les CE [26, 27].  

 
Puisque les CE vasculaires pulmonaires supportaient 
mieux l’EFC selon les résultats du test de cytotoxici-
té, nous avions opté pour une durée d’exposition de 
12h, au décours de laquelle l’expression de la ROCK-
2 était augmentée significativement par 1% de l’EFC. 
Il est déjà connu que l’activation de la voie RhoA/
ROCK dans les CE joue un rôle important dans le 
remaniement du cytosquelette et la modification de 
perméabilité endothéliale, qui entraîne finalement 
une altération de la barrière endothéliale [28, 29]. 
Nous avons ainsi montré que la voie RhoA/ROCK 
peut être partiellement activée dans les CE sous l’ef-
fet de faibles concentrations de l’EFC, ce qui pourrait 
altérer  la  barrière  endothéliale  et  aggraver  l’effet   

 
 

nocif du tabac sur des vaisseaux pulmonaires. A 5% 
de l’EFC, l’expression de la ROCK-2 était nettement 
diminuée par rapport au contrôle, ce qui pourrait 
être expliqué par le fait qu’une activation excessive 
de la voie NO/GMPc/PKG participe à la phospho-
rylation de la RhoA et inhibe son activité [24, 25].  
 
En ce qui concerne la NOSe, nous n’avions trouvé 
une diminution de son expression qu’après 12 
heures de stimulation par de fortes concentrations de 
l’EFC (5%). Plusieurs études ont montré que la fu-
mée de cigarette était capable de diminuer la biosyn-
thèse et la biodisponibilité du NO. Ainsi, Su et al ont 
trouvé que l’expression génique et protéique de la 
NOSe ainsi que son activité était diminuée de façon 
non réversible après la stimulation des CE vascu-
laires pulmonaires par l’EFC [30].  
 
Zhang et al ont trouvé que l’activité de la NOSe était 
diminuée suite à une altération du métabolisme de 
l’Arginine causée par le tabac, et la production résul-
tante des ROS [31]. De plus, Takemoto et al ont trou-
vé que l’expression de la NOSe dans les CE était di-
minuée suite à l’hypoxie et l’activation de la RhoA 
[32]. En fait, la voie RhoA/ROCK est capable d’inhi-
ber non seulement l’expression mais aussi l’activité 
de la NOSe dans les CE [33, 34]. 
 
La modification de l’expression du récepteur ETB 
n’était pas significative dans les CE vasculaires pul-
monaires. Le récepteur ETB, exprimé préférentielle-
ment par les CE, contribue non seulement à la re-
laxation des CML en favorisant la production du NO 
et de la PGI2 par les CE, mais aussi à la clairance de 
l’ET-1 circulante [35]. Cependant, son rôle dans la 
modification de la voie RhoA/ROCK est très peu 
connu. Chez les fumeurs, même si l’inhalation d’une 
forte concentration de l’EFC peut entraîner transitoi-
rement une vasodilatation pulmonaire grâce au NO, 
la diminution à long terme de la production basale 
du NO et les autres effets nocifs induits par la fumée 
de cigarette tels que l’altération de la fonction endo-
théliale, le remodelage vasculaire pulmonaire, finis-
sent par entraîner des effets globalement nocifs.  

 
CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 

 
En conclusion, les résultats de notre travail ont     
permis de préciser que dans les CE vasculaires       
pulmonaires, après une stimulation relativement 
plus   longtemps par l’EFC la ROCK-2 peut être   
activée par de faibles concentrations de l’EFC, mais 
inhibée par de plus fortes concentrations de l’EFC. 
De plus, l’expression de la NOSe peut être inhibée 
par l’EFC à 5%. Ces résultats nous incitent à penser 
que la voie ET-1/ETA pourrait être une cible impor-
tante si l’on voulait moduler l’effet du tabac sur   
l’activation de la voie  
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 la modification de cette voie en relation avec le NO 
reste encore à préciser. En sachant que le tabagisme 
est la première cause de mortalité évitable dans le 
monde, on espère que les recherches 
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