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AVANT PROPOS

Ces vingt derni¢res années ont vu se développer la co-existence de deux approches
scientifiques différentes pour 1’é¢tude de récepteurs couplés aux protéines G et de leurs
fonctions cardiovasculaires.

Ainsi, la pharmacologie expérimentale, étudiant les effets des agonistes et des
antagonistes in vivo, principalement chez le rat, a permis d’¢élucider les fonctions de nombreux
récepteurs couplés aux protéines G dans le controle de la pression artérielle par exemple. Et le
développement de nouvelles classes médicamenteuses, utilisées dans le traitement de
I’hypertension artérielle, provient a n’en pas douter des nombreuses découvertes issues de la
pharmacologie expérimentale.

Certains diront que les agents pharmacologiques ne sont jamais spécifiques a 100 %.
Ces mémes personnes sont d’ardents défenseurs de 1’utilisation de I’inactivation génétique des
récepteurs couplés aux protéines G, afin d’élucider leurs fonctions in vivo. Ainsi 1’essor
fantastique des technologies permettant de produire des souris knock-out, semblait étre la
réponse au manque de sélectivité des ligands pharmacologiques. Malheureusement, le
développement des souris knock-out trouva un intérét principalement dans la compréhension
du réle des récepteurs couplés aux protéines G au cours du développement embryonnaire. Ces
modeles animaux murins ne correspondent finalement pas au modele d’étude parfait, d’autant
plus que la petite taille des souris complique la plupart des études, notamment dans le
domaine de I’exploration cardiovasculaire. Cependant, les avancés techniques dans le
domaine de la miniaturisation, ainsi que le développement des animaux génétiquement
modifiés de fagon conditionnelle (lieu et moment choisis) permet actuellement d’étudier au
mieux les fonctions cardiovasculaires in vivo des récepteurs couplés aux protéines G. Par
ailleurs, ces animaux remplacent peu a peu les rats, pour 1’étude des ligands
pharmacologiques, lors des phases pré-cliniques.

Ainsi, I’utilisation conjointe de la pharmacologie expérimentale et de la manipulation
génétique semble étre une bien meilleure stratégie d’étude que leur utilisation séparée. Malgré
cela, un article titrait trés justement que « les souris ne se comportent pas comme [’homme, et
ne sont méme pas comme des petits rats ». Ainsi, les conclusions de I’expérimentation
animale chez la souris restent a prendre avec beaucoup de précautions.
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LVEDD : left ventricular end diastolic diameter
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mCPP : m-chlorophenylpiperazine

MDMA : 3,4-methylenedioxymethamphetamine
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MLCK : Myosin-Light-Chain Kinase
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NF-kB : Nuclear Factor-«xB

nNOS : neuronal Nitric Oxide Synthase

NO: nitric oxide (monoxyde d’azote)

NOS: nitric oxide synthase
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PAM : Pression artérielle moyenne

PAS : pression artérielle systolique

PDGEF: Platelet Derived Growth Factor

PDZ : Post-synaptic density-95, Discs large, Zona occludens-1
PI3K : Phophatidylinositol-3 kinase

PIP2 : biphosphate du phosphatidylinositol
PKA : protéine kinase A

PKC : protéine kinase C

PLA2 : Phospholipase A2

PLC : phospholipase C



Pp : paroi postérieure

PP : pression pulsée

PPARa : peroxisome proliferator-activated receptor a
PW : posterior wall

Rb : Retinoblastoma

RCPG : Récepteur Couplé aux Protéines G
S : septum

Sc : sous-cutané

SDH : succinate déshydrogénase

SERT : serotonin transporteur

SHR : Spontaneously hypertensive rat
SNC : systéme nerveux central

SNP : sodium nitroprusside

TGF-B : Transforming Growth Factor
TNF-a : Tumor Necrosis Factor alpha
VEGEF : vascular endothelial growth factor
VES : volume d’¢jection systolique

WT : wild type
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La sérotonine ou 5-hydroxytryptamine (5-HT) fut initialement décrite il y a une
soixantaine d'années pour ses propriétés de constricteur entérique par Erspamer (d’ou son
synonyme d’entéramine), puis par Page et ses collaborateurs comme étant un vasoconstricteur
contenu dans le sang. L’origine du mot sérotonine vient de sero pour sérum et tonin pour
tonus, dénommée ainsi pour la premiere fois en 1947 (Rapport, 1947) suite a la description
d’une substance vasomotrice dans le sérum. Par la suite cette substance fut identifié¢e
chimiquement comme étant la 5-hydroxytryptamine (5-HT) et pu étre synthétisée en 1951 par
Hamlin et Fischer (Hamlin, 1951). La sérotonine fut mise en évidence d’abord dans le
cerveau des mammiféres (Twarog and Page, 1953), mais sa distribution, en fait plus
hétérogene, fut décrite par la suite (Amin et al., 1954).

La sérotonine est une amine biogéne synthétisée de facon endogeéne a partir du
tryptophane par I’action conjointe de la tryptophane hydroxylase et de 1’aromatique L-amino
acide décarboxylase (Figure 1). Elle est produite au niveau du systéme nerveux central par les
cellules du raphé tandis qu’au niveau périphérique sa production émane principalement des
cellules enterochromaffines de la paroi intestinale pour étre par la suite stockée au niveau des
plaquettes sanguines. La sérotonine est ensuite rapidement métabolisée et dégradée par les
monoamines-oxydases majoritairement au niveau hépatique et pulmonaire (Figure 1).

Ses effets les plus largement connus concernent le systéme nerveux central (SNC). Ils
comprennent entre autres le contréle de 'appétit, du sommeil, la mémoire et 1'apprentissage, la
thermorégulation, les comportements et les régulations endocrines. En périphérie, la
sérotonine joue un role majeur dans I'homéostasie plaquettaire, les fonctions cardio-
vasculaires, la régulation de la pression artérielle et les mouvements digestifs (Wilkinson et
al., 1991). En terme d’évolution, la sérotonine est I’un des plus anciens neurotransmetteurs et
parmi eux, probablement celui impliqué dans le plus grand nombre de pathologies, surtout en
relation avec le SNC, telles que 'anxiété, la dépression, les troubles obsessifs-compulsifs, la
schizophrénie, la phobie sociale, les troubles paniques, les comportements alimentaires
anormaux, l'obésité, la douleur, mais également I'hypertension artérielle systémique et
pulmonaire, la migraine, les nausées, le syndrome de I’intestin irritable et les tumeurs
carcinoides (Hoyer et al., 2002).
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2.1. Historique et Critéres de Classification (Tableau I)

Un progres majeur dans la compréhension du role de la sérotonine fut I’identification
de ses différents récepteurs au cours des dix dernicres années. La classification des récepteurs
de la sérotonine fut initiée en 1957 par Gaddum et Picarelli (Gaddum and Picarelli, 1957) en
distinguant des récepteurs de type M (neurotropes) ou de type D (musculotropes) en raison de
la réponse contractile a la sérotonine sur I’intestin du cochon d’Inde qui pouvait étre bloquée
pour une partie par la morphine (M) et pour la réponse restante par la dibenzyline (D). Il
faudra attendre 1979, pour que Peroutka et Snyder démontrent 1’existence de deux sites
distincts de fixation pour la sérotonine: 5-HT1 et 5-HT2, ce dernier correspond
pharmacologiquement au récepteur D (Peroutka and Snyder, 1979). En 1986, Bradley et coll.
proposent une classification en trois groupes: 5-HTI1-like, 5-HT2 et 5-HT3, ce dernier
correspondant aux récepteurs M précédemment décrits (Bradley et al., 1986).

Entre 1987 et 1992, la plupart des récepteurs de la sérotonine ont été clonés, dont au
moins 14 types distincts chez les Mammiferes (Hoyer et al., 1994; Hoyer et al., 2002) et ils
représentent ainsi [’une des plus complexes familles de récepteurs aux neurotransmetteurs. Ils
furent classés en 7 classes (5-HT1 a 5-HT7) selon leur homologie de séquence et de structure,
ainsi que selon leur mécanisme effecteur préférentiel. On compte quatre sous-types (Figure
2): les récepteurs 5-HT1 couplés aux protéines Gi/o et inhibant 1’adénylate-cyclase, les
récepteurs 5-HT2 couplés aux protéines Gq et activant la phospholipase C, les récepteurs 5-
HT3 formant des canaux ioniques, et les récepteurs 5-HT4/6/7 couplés aux protéines Gs et
activant l’adénylate-cyclase. Le couplage des récepteurs 5-HTS reste encore incertain
(activateur ou inhibiteur de 1’adénylate cyclase ?) (Hoyer et al., 1994 ; Hoyer et al., 2002).
Donc a I’exception des récepteurs 5S-HT3 qui sont des récepteurs canaux, tous les récepteurs
de la sérotonine appartiennent a la superfamille des récepteurs couplés aux protéines G
(RCPGs). Pendant de nombreuses années, aucun nouveau récepteur n’a ¢té identifié.
Cependant, une seconde (5-HT3B) voire une troisieme (5-HT3C) sous-unité¢ du récepteur 5-
HT3 ont été¢ décrites ainsi que plusieurs variants d’épissage alternatif (5-HT4, 5-HT7) et des
isoformes (5-HT2C). Enfin, certains de ces récepteurs ont la capacité de former des homo- ou
des hétéro-dimeres (5-HT1B/1D), comme cela a ét¢ montré pour d’autres RCPGs.

17



Tableau I : Chronologie des découvertes scientifiques dans le domaine de la sérotonine et
de ses récepteurs

Description Références et Date

e Existence d’une substance endogéne vasoconstrictrice (Stevens, 1884)

e Augmentation du tonus vasculaire par du sérum obtenu aprés| (Brodie, 1900)

coagulation du sang

e  Mise en évidence de la présence d’« entéramine » dans 1’estomac (Vialli, 1933)
¢ Une substance vasoconstrictrice du sérum est appelée sérotonine (Rapport, 1947)
e La sérotonine est identifiée comme étant la 5-hydroxytryptamine (Rapport, 1948)
(5-HT)
e Synthése de la 5-HT (Hamlin, 1951)
e Mise en évidence de la sérotonine dans le cerveau des Mammiféres (Twarog and Page, 1953)

e La sérotonine agirait comme neurotransmetteur dans le systéme| (Bogdanski et al., 1956)

nerveux central

e  Mise en évidence de récepteur a la sérotonine (Gaddum and Picarelli, 1957)
e FEtude des récepteurs a la sérotonine a I’aide de [*’H]5-HT (Marchbanks, 1966)
e Laliaison du [’H]JLSD peut déplacer la sérotonine (Farrow and Van Vunakis,
1972)
e Mise en évidence de 2 classes de récepteurs a la sérotonine : 5-HT1 et| (Peroutka and Snyder, 1979)
5-HT2
e Premiers RCPG clonés : la thodopsine (Nathans and Hogness, 1983)

le récepteur B-adrénergique (Dixon et al., 1986)

e Classification des 3 sous-types majeurs de récepteurs a la sérotonine : | (Bradley et al., 1986)
5-HT1-like, 5-HT2 et 5-HT3

e Premier récepteur a la 5-HT cloné : le récepteur 5-HT1A (Fargin et al., 1988)

e  Clonage du récepteur 5-HT1C (5-HT2C) et du récepteur 5-HT2A (Julius et al., 1988)
(Pritchett et al., 1988)

e  Clonage de la plupart des récepteurs de la sérotonine 1987 -1992
e 13 sous-types de récepteurs a la sérotonine identifiés (Hoyer et al., 1994)
e  Clonage du récepteur 5-HT7 (Eglen et al., 1997)

e Derniere classification des récepteurs de la sérotonine comprenant 14 | (Hoyer et al., 2002)

sous-types
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Figure 2: Représentation graphique de Dactuelle classification des

récepteurs de la sérotonine
D’aprés (Hoyer et al., 2002)

Les récepteurs représentés sur fond bleu n’ont pas démontré de fagcon définitive
des fonctions dans les systémes natifs.

Abreéviations : 3°-5° cyclic adenosine monophosphate (cAMP), phospholipase
C (PLC), négative (- ve), positive (+ ve).

2.2. Les récepteurs 5-HT1
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Les récepteurs 5-HT1 (1A, 1B, 1D, 1E et 1F) inhibent la synthése d’AMP cyclique via
leur couplage a une protéine Gi/o. Ils sont également capables de moduler des effecteurs
ioniques tels que les canaux calciques ou potassiques. Le récepteur S-HT1C a été¢ renommé 5-
HT2C en raison de son homologie avec la famille 5-HT2 (Hoyer et al., 1994). Tous les
récepteurs 5S-HT1 ont été clonés chez les rongeurs et chez ’homme, et ils s’expriment tous au
niveau du systéme nerveux central ainsi que dans d’autres tissus (Lanfumey and Hamon,
2004).

Les récepteurs 5-HT1A, largement exprimés dans le systéme nerveux central,
semblent étre impliqués dans le controle de ’anxiété (Heisler et al., 1998) et la régulation de
la libération d’ACTH entre autres (Jorgensen et al., 2001). Ce sont également des
autorécepteurs. De plus ils possedent une fonction régulatrice centrale sur la pression
artérielle et la fréquence cardiaque (Dreteler et al., 1991).

Les récepteurs 5-HT1B, exprimés dans le systéme nerveux central, sont des
autorécepteurs contrdlant la libération de la sérotonine et d’autres neurotransmetteurs
(acétylcholine, glutamate, dopamine, noradrénaline et GABA) (Pauwels, 1997) et ils jouent
un role dans le comportement agressif, la consommation d’alcool et les comportements
alimentaires (Crabbe et al., 1996; Ramboz et al., 1996; Lucas et al., 1998). Les récepteurs 5-
HT1B ont été décrits dans de nombreux tissus vasculaires (artéres coronaires humaines et de
lapin, artéres temporales humaines et artéres cérébrales humaines et de porc) ou ils induisent
une vasoconstriction ou une vasodilatation selon qu’ils sont exprimés respectivement dans le
muscle lisse ou I’endothélium vasculaire (Ellwood and Curtis, 1997; Verheggen et al., 1998).

Les récepteurs 5-HT1D tres faiblement exprimés par rapport aux récepteurs 5-HT1B,
possedent un profil pharmacologique trés similaire a ces derniers. Ces deux récepteurs sont
des cibles privilégiées des triptans (agonistes 5-HT1B/1D) dans le traitement aigu de la
migraine. D’ailleurs ils colocalisent au niveau des ganglions trigéminaux humains avec le
peptide calcitonin gene-related, la substance P et la nitric oxide synthase (NOS) qui sont tous
impliqués dans la pathophysiologie de la migraine (Hou et al., 2001).

On connait peu de choses sur les récepteurs S-HT1E et 5-HT1F, si ce n’est leur
localisation commune dans le cerveau. Pourtant il a été observé que le sumatriptan utilisé dans
le traitement de la migraine posséde aussi une grande affinité pour les récepteurs 5-HTIF,
semblable a celle pour les récepteurs 5S-HT1D et 5-HT1B (Cravchik and Goldman, 2000). Ce
récepteur est donc une potentielle nouvelle cible thérapeutique dans le traitement de la
migraine.

2.3. Les récepteurs 5-HT?2

Le sous-groupe 5-HT2 comprend trois membres : 5-HT2A, 5-HT2B et 5-HT2C. Ils
sont tous couplés a des protéines Gg/11 de fagon préférentielle et donc activent la
phospholipase C qui hydrolyse le biphosphate du phosphatidylinositol (PIP2) en inositol-
triphosphate (IP3) et diacylglycerol (DAG), entrainant 1’augmentation de la concentration de
calcium intracellulaire. Les récepteurs 5S-HT2A et 5-HT2C ont en commun leur localisation
préférentielle au niveau du systéme nerveux central et 1’utilisation de leurs antagonistes dans
le traitement des psychoses et de la dépression. A I’inverse, le récepteur 5-HT2B n’est que
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faiblement exprimé au niveau central et joue un réle plus important en périphérie et au cours
de ’embryogen¢se (Leysen, 2004).

Les récepteurs 5-HT2A, initialement nommés récepteurs D par Gaddum et Picarelli,
sont largement distribués dans les tissus centraux et périphériques. Ils sont responsables de la
réponse contractile de nombreuses préparations musculaires lisses vasculaires. Au niveau
central, ils régulent la sécrétion d’ACTH, de corticostérone, d’ocytocine, de rénine et de
prolactine (Van de Kar et al., 2001). De plus, la forte affinit¢ de certains hallucinogenes et
médicaments antipsychotiques pour les récepteurs 5S-HT2A pourrait suggérer un role de ces
récepteurs dans les psychoses.

Les récepteurs 5-HT2B seront décrits en détail dans le prochain chapitre.

Le récepteur S-HT2C fut le premier cloné dans cette famille, cependant ses fonctions
restent encore peu connues. Il a pour particularité d’étre le premier RCPG capable de subir
des modifications au niveau de son ARN messager (RNA editing) (Sanders-Bush et al., 2003).
Son expression est principalement restreinte au SNC et semble étre associée aux propriétés
anxiolytiques de certains antagonistes du récepteur S-HT2C. Les souris mutantes invalidées
pour le récepteur 5-HT2C présentent, par ailleurs, un diabéte de type 2, une hyperalgésie et
une sensibilité¢ accrue aux crises d’épilepsie (Cravchik and Goldman, 2000) et deviennent
obéses en raison d’un comportement alimentaire anormal (Tecott et al., 1995). L utilisation de
la fenfluramine, agissant indirectement sur les récepteurs 5-HT2C et 5-HTI1B, dans le
traitement de 1’obésité, fut stoppée en raison de graves effets secondaires cardiaques et
pulmonaires. Cependant le récepteur 5-HT2C reste une cible attrayante pour le
développement de nouveaux traitements des comportements alimentaires anormaux
(Bickerdike et al., 1999).

2.4. Les récepteurs 5-HT3

Les récepteurs 5-HT3, initialement appelés récepteurs M par Gaddum et Picarelli,
appartiennent a la superfamille des récepteurs canaux au méme titre que les récepteurs
nicotiniques de I’acétylcholine et les récepteurs du GABA par exemple. De méme que pour
les autres membres de cette superfamille, le canal a une structure pentamerique composé des
sous-unités 5-HT3A, 5-HT3B et peut-étre 5-HT3C (van Hooft and Yakel, 2003). Qu’ils soient
situés sur des neurones centraux ou périphériques, les récepteurs 5-HT3 induisent une
dépolarisation rapide consécutive a I’ouverture de canaux potassiques. Ils ont été impliqués
dans les vomissements induits par la chimiothérapie ou la radiothérapie d’ou I’utilisation
d’antagonistes des récepteurs 5-HT3, de la famille des sétrons (ondansétron par exemple),
pour lutter contre ces vomissements. De plus, ces antagonistes pourraient étre utilisés dans le
traitement du syndrome de 1’intestin irritable, de part leur capacité a réduire les sécrétions et
la motilité intestinales. Les effets centraux des récepteurs 5-HT3 semblent limités bien que
I’ondansétron aie montré une certaine efficacité sur la réduction de la consommation d’alcool
(Costall and Naylor, 2004).

2.5. Les récepteurs 5-HT4
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Apres le clonage du récepteur 5-HT4 (Gerald et al., 1995) (700 Kb, 38 exons), huit
isoformes ont été décrites (a, b, c, d, e, f, g, n). Elles ont pour origine un épissage alternatif
survenant dans le domaine C terminal de la protéine. Un autre variant est caractéris¢ par une
insertion de 14 acides aminés dans la seconde boucle extracellulaire du récepteur.
L’expression des différentes isoformes n’est pas semblable. Ainsi, ’isoforme 5-HT4d,
exprimée uniquement chez I’homme, a une expression restreinte a 1’intestin, tandis que les
autres isoformes sont exprimées dans les oreillettes cardiaque, le muscle lisse vasculaire et le
cerveau (Blondel et al., 1998; Mialet et al., 2000; Ullmer et al., 1995). Une caractéristique
importante de ces récepteurs est leur faible activité intrinséque par rapport aux autres
récepteurs de la sérotonine. Les récepteurs 5-HT4 jouent un rdéle dans la motilité gastro-
intestinale, la mémoire et 1’apprentissage, dans les arythmies cardiaques, les maladies
neurodégénératives et 1’incontinence urinaire (Hoyer et al., 2002). Plus récemment, il a été
montré que le récepteur 5-HT4g régule le métabolisme du précurseur de la protéine amyloide
(APP695) impliqué dans la physiopathologie de la maladie d’Alzheimer (Lezoualc'h and
Robert, 2003). D’ailleurs, un composé (SL65.0155) a été testé dans le cadre d’essai clinique
chez des patients atteints de troubles de la mémoire et de démence (Bockaert et al., 2004;
Moser et al., 2002). Enfin, les souris mutantes invalidées pour le récepteur 5-HT4 présentent
une réponse atténuée vis-a-vis de I’hypophagie et de I’hypolocomotion induites par le stress,
ainsi qu’une hypersensibilité aux crises de convulsions (Compan et al., 2004).

2.6. Les récepteurs 5-HTS

Assez peu de choses sont connues sur cette classe de récepteurs de la sérotonine, d’ou
I’usage du terme de récepteurs « orphelins ». Deux sous-types ont été identifiés chez les
rongeurs (5-HTS5A et 5-HT5B) mais seul le récepteur 5-HTS5A posséde un homologue
humain, la séquence codante pour le récepteur 5S-HT5B étant interrompue par des codons stop
(Grailhe et al., 2001; Matthes et al., 1993). Le couplage fonctionnel initialement décrit était
I’inhibition de 1’adénylate cyclase par une protéine Gi/o, mais il semble que les récepteurs 5-
HTS exercent aussi, entre autres, un couplage positif sur la synthése d’AMP cyclique. Leurs
sites d’expression sont principalement centraux (astrocytes). La fonction du récepteur 5-
HTS35B in vivo reste inconnu. Cependant les deux sous-types ont une forte affinité pour le LSD,
une amphétamine, et les souris mutantes invalidées pour le récepteur 5-HT5A ont montré une
réponse diminuée vis-a-vis de la locomotion induite par le LSD (Nelson, 2004).

2.7. Le récepteur 5-HT6

Le récepteur 5-HT6 est I’un des récepteurs de la sérotonine le plus récemment identifié
(Monsma et al., 1993) et il est couplé positivement a I’adénylate cyclase via une protéine Gs.
Possédant une forte affinit¢é pour de nombreuses molécules utilisées en psychiatrie, le
récepteur 5-HT6 est abondamment exprimé dans certaines régions du SNC (systeme limbique
et cortex) ou il permet de réguler 1’activité des neurones glutamatergiques et cholinergiques.
Enfin, le récepteur 5-HT6 semble étre impliqué dans la régulation de la cognition et des
comportements alimentaires (Hoyer et al., 2002; Woolley et al., 2004).
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2.8. Les récepteurs 5-HT7

Le récepteur 5-HT7 a été cloné chez I’homme et les rongeurs. Il module positivement
le taux d’AMP cyclique via une protéine Gs. L’épissage alternatif permet de distinguer quatre
isoformes modifiées dans leur partie C-terminale, mais qui ne présentent aucune différence
quant a leur pharmacologie ou leur site d’expression. Le récepteur 5-HT7 est exprimé
principalement au niveau du cerveau mais également dans la rate, le tractus gastro-intestinal,
les reins, le cceur et dans le muscle lisse vasculaire ou il induit une vasodilatation. Il serait
impliqué dans la régulation des rythmes circadiens et des comportements affectifs, dans
I’anxiété, les anomalies cognitives et la migraine. Il posséde par ailleurs un domaine PDZ
dans sa partie C-terminale intra-cytoplasmique, mais la fonction de ce domaine d’interaction
protéique n’a pas encore été élucidée. Pour revue : (Eglen et al., 1997; Hoyer et al., 2002;
Thomas and Hagan, 2004; Vanhoenacker et al., 2000).

2.9. Le transporteur de la sérotonine

Le transporteur de la sérotonine (SERT = serotonin transporteur, 5S-HTT) d’abord
identifi¢ au niveau neuronal (Blakely et al., 1991; Hoffman et al., 1991) est une protéine
membranaire appartenant a la superfamille des transporteurs membranaires Na'/Cl” dépendant
tels que le transporteur de la dopamine ou de la noradrénaline. Le SERT permet le transport
de la sérotonine de ’espace extracellulaire vers I’intérieur de la cellule. Physiologiquement, le
SERT, localisé sur les neurones et les astrocytes, est le principal mécanisme d’inactivation du
signal sérotoninergique au niveau neuronal en capturant la sérotonine (Masson et al., 1999).
Deux types de molécules peuvent cibler le SERT : les inhibiteurs de recapture, tels que la
fluoxétine, qui bloquent le transport de la sérotonine mais ne sont pas transportés eux-mémes ;
et les activateurs de libération, tels que la fenfluramine, le mCPP (m-chlorophenylpiperazine)
et le MDMA (« ecstasy ») qui sont transportés a I’intérieur de la cellule ou ils activent le
processus d’échange de neuromédiateurs et inhibent le stockage vésiculaire de la sérotonine.
Le SERT est principalement connu pour [’utilisation des inhibiteurs de recapture de la
sérotonine (la fluoxetine, la paroxetine et le citalopram) largement utilisés dans le traitement
de la dépression et comme psychostimulants (Inoue et al., 2002). Ils représentent la plus
importante classe médicamenteuse ayant émergé au vingtieme siecle.

L’utilisation de la fenfluramine pour ses propriétés anorexigeénes fut interrompue en
raison de ses effets secondaires graves du type hypertension artérielle pulmonaire (HAP) et
cardiopathies valvulaires. En effet le transporteur de la sérotonine semble jouer un role dans le
développement de 1’hypertension pulmonaire artérielle (Eddahibi et al., 2002), mais 1’affinité
récemment découverte de cette molécule pour les récepteurs 5-HT2B et 5-HT2C a
partiellement remis en question le lien entre le SERT et ’'HAP. Enfin de récents travaux ont
montré que le SERT, présent dans les cellules endothéliales et musculaires lisses de ’aorte,
est surexprimé dans un modéle d’hypertension DOCA-salt chez le rat (Ni et al., 2004).
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3. 1. Découverte

Le récepteur 5-HT2B initialement classé¢ comme un récepteur atypique, a été décrit des
1957 par Vane et coll. (Vanes, 1957) et caractéris¢ de facon fonctionnelle comme étant le
récepteur hautement sensible a la sérotonine capable d’induire la contraction du fundus
d’estomac de rat (Cohen and Fludzinski, 1987).

Puis, le récepteur 5-HT2B fut cloné simultanément grace a ’utilisation de banques
d’ADN complémentaires obtenues a partir de fundus d’estomac de rat (Foguet et al., 1992;
Kursar et al., 1992), et a partir de cerveau de souris (Loric et al., 1992). 11 fut d’abord appelé,
5-HT2-like, NP75, 5-HT2C ou encore 5-HT2F en raison de son homologie avec la classe de
récepteur 5-HT2. Mais c’est la nouvelle classification des récepteurs de la sérotonine en 1994
par Hoyer qui nommat définitivement ce nouveau récepteur : 5-HT2B (Hoyer et al., 1994).

Le clonage, dans notre laboratoire (Choi et al., 1994), et dans d’autres laboratoires
(Kursar et al., 1994; Schmuck et al., 1994), de I’homologue humain du récepteur 5-HT2B, a
partir de banques d’ADN complémentaires de foie humain, d’une lignée cellulaire de
neuroblastome (SHSY-5Y) et d’utérus humain, permit d’identifier une protéine de 481 acides
aminés pour un poids moléculaire de 55 kilo-Daltons environ, et possédant de facon
surprenante une assez faible homologie avec les récepteurs 5S-HT2B de rat et de souris (79%
et 82% respectivement).

3. 2. Généralités : sites d’expression selon I’espéce (Tableau I1)

Les premiers sites d’expression identifiés furent le cceur, 1’intestin, et plus faiblement
le cerveau et le rein de souris (Loric et al., 1992), ainsi que les embryons de souris a 10,5
jours de développement et la lignée cellulaire d’origine rénale (BHK). Les sites majeurs
d'expression de ce récepteur, chez 1’adulte, sont le systéme cardio-vasculaire et gastro-
intestinal y compris les muscles lisses de I'estomac et de I'intestin, mais également les mucles
lisses des poumons, l'endothélium vasculaire et le myocarde de ’homme (Bonhaus et al.,
1995; Choi et al., 1994; Schmuck et al., 1994), de la souris (Choi and Maroteaux, 1996; Loric
et al., 1992) et du rat (Baxter et al., 1995; Foguet et al., 1992; Kursar et al., 1992; Ullmer et
al., 1995). Le récepteur 5-HT2B a été identifié dans les valves cardiaques humaines, de porc,
de chien (Fitzgerald et al., 2000). Son expression a été¢ mise en évidence dans différents tissus
méningés humains et il a été montré que la stimulation de ce récepteur induit une relaxation
de I’artere cérébrale de porc par la libération de monoxyde d’azote. Cette expérience conforte
I’hypothese selon laquelle le récepteur 5-HT2B, localisé dans les cellules endothéliales des
vaisseaux méningés, serait responsable du déclenchement de la crise de migraine par
formation de NO (Schmuck et al., 1996). Des ARN messagers du récepteur 5S-HT2B ont été
détectés dans la moelle épiniere de rat, de chat, de singe et humaine. Des transcrits 5-HT2B
ont également été mis en évidence dans les ganglions cervicaux supérieurs du cochon d’Inde
ou il serait responsable d’une dépolarisation lente (Newberry et al., 1996). L’expression au
niveau central du récepteur 5S-HT2B reste cependant nettement inférieure a celle des autres
membres de la famille des récepteurs 5-HT2. Plus récemment, le récepteur 5-HT2B a été
localisé chez le poulet dans différents sous-types cellulaires de 1’os (ostéocytes notamment)
(Westbroek et al., 2001).
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3. 3. Pharmacologie (Tableau I1I)

La pharmacologie du récepteur 5-HT2B se différencie de celle des autres membres de
la famille 5-HT?2. En effet, le récepteur 5S-HT2B se caractérise par une tres forte affinité pour
la sérotonine par rapport aux autres membres de la famille 5-HT2. Il posséde une affinité 300
fois plus forte pour la sérotonine que le récepteur 5S-HT2A. Le Kd (coefficient de dissociation)
du DOI [(#)-(2,5-dimethoxy-4-iodophenyl)-2-aminopropane], un agoniste de référence, est de
25nM pour le 5-HT2B humain. La spécificité de ligand est également variable entre les
différents sous-types : en effet le récepteur 5-HT2B humain lie préférentiellement la 5-HT >
la ritanserin > le SB 204741 > la spiperone, tandis que le récepteur 5-HT2A humain fixe
préférentiellement la ritanserin > la spiperone > la 5-HT > le SB204741 et le récepteur 5-
HT2C, la ritanserin > la 5-HT > la spiperone = le SB204741. Actuellement plusieurs
antagonistes 5-HT2B sélectifs sont a I’étude pour la prévention de la migraine (MT-500) et le
traitement du syndrome de I’intestin irritable (Mucke, 2001; Poissonnet et al., 2004).

La pharmacologie de ce récepteur présente une différence en fonction de 1’espéce :
ainsi une forte affinit¢ pour la kétansérine et une faible affinit¢ pour la yohimbine
différencient le récepteur 5-HT2B humain de son homologue murin (Bonhaus et al., 1995).
De plus, le récepteur 5S-HT2B de souris possede une affinité pour la sérotonine 100 fois moins
forte que ses homologues humain (1 uM versus 10 nM) ou de rat et I’ordre d’affinité 5-HT>5-
CT (5-carboxytryptamine) observé chez I’homme et le rat est inversé dans le cas de la souris
(Colas et al., 1997; Kursar et al., 1994; Loric et al., 1992; Wainscott et al., 1993; Wainscott et
al., 1996). Enfin, les affinités de la spiperone et de la kétansérine pour le récepteur 5-HT2B de
souris sont 50 fois plus importantes que celles observées chez le rat et ’homme.

Si on considére la variabilité de pharmacologie et d’expression du récepteur 5S-HT2B
selon ’espece étudiée, 1’analyse de ses fonctions sera d’autant plus difficile a réaliser et les
extrapolations concernant les modeles animaux par rapport a la pathologie humaine d’autant
plus délicates. Le niveau de difficulté s’accroit si on prend en compte les multiples voies de
signalisation que ce récepteur est capable d’activer.
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Tableau II : Distribution par espece et par tissu des récepteurs 5S-HT2B
(Liste non exhaustive reflétant I’état des connaissances en 2004 ; certains organes
sont mentionnés sans distinction d’espéce par manque d’information)

homme rat souris autres
Systéme nerveux central +
méninges +
cerveau adulte +/- + + + (chat, singe)
cerveau foetal + ++
moelle épiniére + + + (chat, singe)
cortex +/- +
ganglions cervicaux + (cochon d’Inde)
rétine
Systéme gastro-intestinal
intestin + + +++
estomac + +++ ++
foie, pancréas, rate +
tissu adipeux, glandes salivaires
systéme nerveux entérique + +
poumons + +
Ceeur ++ + +++
valves + + (porc, chien)
cceur adulte +/-
cardiomyocytes +
fibroblastes +
endocarde
Systéme vasculaire
artére pulmonaire + +
endothélium vasculaire + + +
aorte + + +
artéres mammaires + +
artéres cérébrales + + (porc)
muscle lisse vasculaire + +
rein ++ +
thymus, thyroide, surrénales
muscle squelettique +
placenta +
ovaires +
utérus, glandes mammaires
testicule, prostate
embryon +
os (ostéocytes, ostéoblastes) + + (poulet)
Lignées cellulaires
SHSY-5Y (neuroblastome) +
BHK (origine rénale) +
HPMEC-ST1-6R  (origine endothéliale +
pulmonaire)
HMEC-1 (endothélium de micro-vaisseaux +
cutanés)
Situations pathologiques
hypertension artérielle pulmonaire: ++ ++
hypertension artérielle systémique : ++
tumeurs carcinoides ++
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Tableau I1I : Affinités (pKi/pKd) des ligands sélectifs aux récepteurs 5-HT?2

D’aprées (Baxter et al., 1995) nd : non déterminé, (H) : humain

Ligands selon leur sélectivité 5-HT2A 5-HT2B 5-HT2C
Récepteur 5S-HT2A
Spiperone (antagoniste) 8,8 5,5 5,9
MDL100907 (antagoniste) 9,4 7,04 6,9
Ketanserin (antagoniste) 8,9 5,4 7
nd 7,26 (H) nd
Amperozide 7.8 nd 59
Risperidone 9,7 nd 7,5
Récepteur 5-HT2B
lisuride nd 8,98 (H) nd
S5-methoxytryptamin (agoniste) 7,4 8,8 6,2
o-methyl-5-HT (agoniste) 6,1 8,4 7.3
SB204741 (antagoniste) <53 7.9 <6,0
<5,3 (H) 7,13 (H) <6,0 H)
BW723C86 (agoniste partiel) <5,4 7,9 <6,9
7,0 (H) 7,9 (H) 6,3 (H)
LY 266097 (antagoniste) nd 9,62 (H) nd
LY 272015 (antagoniste) 7,6 9,9 7,9
SB 215505 (antagoniste) 6,8 8,3 7,7
nd 8,93 (H) nd
RS 127445 / MT-500 (antagoniste) 6,3 9,5 6,4
EGIS-7625 (antagoniste) 6,2 9 7,7
Récepteurs 5-HT2B et 5-HT2C
SB200646A (antagoniste) 5,2 7,5 6,9
<5,3 (H) nd 7,0 (H)
m-chlorophenylpiperazine (mCPP)
(agoniste partiel) 6,7 7.9 7
7,2 (H) nd 7,3 (H)
MK212 (agoniste) 4,8 5,9 6,2
nd 6,82 (H) nd
Ligands non-selectifs
LY53857 (antagoniste) 7,3 8,2 8,1
ICI170809 (antagoniste) 9,1 nd 8,3
Ritanserin (antagoniste, agoniste inverse) 8,8 8,3 8,9
Mianserin (antagoniste) 8,1 7,3 8
DOI (agoniste) 7,3 7,4 7,8
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3. 4. Voies de signalisation du récepteur 5-HT2B

Le récepteur 5-HT2B appartient a la superfamille des Récepteurs Couplés aux
Protéines G (RCPG) dont la premiére description remonte a 1983 avec le clonage de la
rhodopsine (Nathans and Hogness, 1983) et plus tard le clonage du récepteur B-adrénergique
(Dixon et al., 1986). Par la suite, plus de 2000 RCPGs ont été décrits. Ils possédent en
commun une structure a 7 domaines transmembranaires, un segment N-terminal
extracellulaire, trois boucles intracellulaires, trois boucles extracellulaires et enfin un segment
C-terminal intracellulaire (Figure 3). Chaque domaine transmembranaire posséde une
structure conservée et il est généralement constitué¢ de 20 a 27 acides aminés. A I’opposé, les
autres domaines sont beaucoup plus variables : le domaine N-terminal est composé de 7 a 595
acides aminés, les boucles de 5 a 230 acides aminés et le domaine C-terminal de 12 a 359
acides aminés. Cette importante variabilité de séquence explique en grande partie la diversité
de structures et de fonctions des RCPGs (Ji et al., 1998). Le nombre impair de domaines
transmembranaires permet I’exposition de I’extrémité N-terminale a I’extérieure de la cellule,
site de glycosylation et de fixation du ligand, et I’extrémité C-terminale a I’intérieur de la
cellule, accessible pour la phosphorylation ou la palmitoylation conduisant a la
désensibilisation et a I’internalisation des récepteurs. (Figure 3)

Dans le cas des RCPGs pour les amines biogénes, telle que la sérotonine, il semble
que le domaine transmembranaire 3 soit le site de fixation du ligand, tandis que les domaines
5 et 6 joueraient un role dans la transduction du signal (Ji et al., 1998).

L’activation des RCPGs se divise classiquement en plusieurs étapes :
1. Génération d’un signal induit par la fixation d’un ligand,
2. Transfert de ce signal a travers les domaines transmembranaires,
3. Transduction du signal a des seconds messagers intra-cytoplasmiques et
4. Désensibilisation.

Pendant de nombreuses années, il était communément admis que les RCPGs, comme
leur nom I’indique, activaient seulement les protéines G hétérotrimeriques. Les changements
de conformation du récepteur activé permettent 1’interaction avec les protéines G, induisant
ainsi 1’échange d’une molécule de GDP (guanosine diphosphate) pour une molécule de GTP
(guanosine triphosphate). Il s’ensuit une dissociation du complexe hétérotrimerique en 2 sous-
unités, Ga et GBy, capables de réguler différents effecteurs intracellulaires classiques (en
fonction du type de protéine G en jeu) tels que I’adénylate cyclase, les phospholipases ou des
canaux ioniques. Mais actuellement, de nouveaux partenaires ainsi que de nouvelles voies de
signalisation intracellulaires des RCPGs sont largement décrits (Hall et al., 1999). Parmi eux
on distingue les G protein-coupled receptor kinases (GRKs) qui phosphorylent les RCPGs, et
permettent ainsi une nouvelle interaction avec la B-arrestine, impliquée dans les phénomenes
de désensibilisation et d’internalisation des récepteurs. La B-arrestine peut également
intervenir dans 1’activation d’autres voies de signalisation en servant de protéine adaptatrice.
C’est notamment le cas pour la stimulation des protéines a activité tyrosine kinase de la
famille Src dont la conséquence finale est I’activation de la voie des MAPK (Mitogen
Activated Phospho Kinase). Par ailleurs les RCPGs peuvent interagir avec des protéines
d’échafaudages, via des motifs spécifiques (SH2, SH3), semblables a ceux des récepteurs a
activité tyrosine kinase. La régulation de petites protéines G, telles que Ras, Rab, Rho, ARF a
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été également largement décrite. Enfin certains RCPGs, possédant un long domaine C-
terminal, contiennent un domaine d’interaction protéique appelé domaine PDZ (Post-synaptic
density-95, Discs large, Zona occludens-1), pouvant s’associer a d’autres domaines PDZ
présents dans de nombreuses familles de protéines structurales, d’enzymes ou de récepteurs.

La description de I’ensemble des effecteurs intracellulaires des récepteurs 5-HT2B
identifiés a ce jour, ajoutés a ceux de la voie classique des protéines G, permettent d’envisager
une régulation trés complexe des effets de ces récepteurs. (Figure 3)

Effecteurs Effecteurs

Figure 3 : Signalisation des RCPGs
D’aprés (Hall et al., 1999)

A. Mod¢le classique de signalisation. La fixation du ligand (L) sur le récepteur entraine
I’activation de 3 protéines : le RCPG lui-méme, une protéine G hétérotrimérique (G)
qui active a son tour un effecteur intracellulaire.

B. Nouveau modele de signalisation multiprotéique. Lors de I’activation du RCPG par
son ligand, plusieurs protéines peuvent venir s’associer aux parties cytosoliques du
RCPQG, et ceci indépendamment de la protéine G hétérotrimerique, comme 1’arrestine
(Arr), des Kinases (GRK), des protéines contenant divers domaines d’interaction
(SH2, SH3, PDZ) ou encore des petites protéines g (g).
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La voie classique de signalisation de décompose en trois étapes (Figure 4) :

1) Initiation du signal : la signalisation débute lorsque la sérotonine ou un autre
ligand se lie au récepteur et favorise son isomérisation vers une conformation active. Dans cet
état activé, le récepteur peut interagir avec une protéine Gq hétérotrimerique et la stimuler en
catalysant I’échange d’un GDP pour un GTP a un site spécifique de liaison des nucléotides
guanylés sur la sous-unité Ga. Cette étape implique la formation d’un complexe ternaire
formé par le ligand, le récepteur et la protéine G et au cceur duquel des interactions
allostériques initient la transduction du signal.

2) Propagation du signal : Une fois activée, la protéine G se dissocie en une sous-
unité o liée au GTP et un dimeére By. Ces deux entités peuvent interagir avec différents
effecteurs. Dans le cas du récepteur 5-HT2B, la sous-unit¢ Gaq active la phospholipase C
(PLC) qui hydrolyse le biphosphate du phosphatidylinositol (PIP2) en inositol triphosphate
(IP3) et 1,2-diacylglycerol (DAG). Ce dernier active par la suite une protéine kinase C (PKC).
Par ailleurs, I’IP3 en se liant aux canaux calciques de type ryanodine du réticulum, induit la
libération et 1’augmentation de la concentration en calcium dans le cytoplasme. Cette
libération de calcium est a I’origine de la contraction observée dans le muscle lisse entérique
par exemple (Foguet et al., 1992; Loric et al., 1995; Schmuck et al., 1994; Wainscott et al.,
1993). Néanmoins le récepteur 5-HT2B n’a pas montré d’induction significative de cette
hydrolyse de I’'IP3 dans I’estomac de rat (Cohen and Fludzinski, 1987), ni dans la vasculature
de rat (Ellis et al., 1995), ni méme dans les cellules isolées de tumeur carcinoide (Manivet et
al., 2000). Par ailleurs il a ét¢ montré que le récepteur 5-HT2B, présent dans les cellules
endothéliales pulmonaires, pouvait induire une libération de calcium a partir des stocks
intracellulaires sensibles a la ryanodine, mais sans faire intervenir la synthése d’IP3 (Ullmer
et al., 1996). De facon intéressante cette voie est faiblement activée par le récepteur 5-HT2B,
si on compare ce méme couplage avec les autres récepteurs 5S-HT2. Cela laisse envisager que
les autres voies de signalisation du récepteur 5-HT2B jouent un rdle d’autant plus important
in vivo par rapport a la voie de la phospholipase C.

3) Arrét du signal : le signal propagé par la protéine G est transitoire. Il est
interrompu lorsque le GTP est hydrolysé en GDP grace a I’activité enzymatique intrinseque
de la sous-unité¢ Ga, entrainant la réassociation de 1I’hétérotrimere afly inactif portant une
molécule de GDP et ramenant le systéme a son état basal.

Comme on pouvait s’y attendre, mis a part cette voie classique de transduction du
signal par un RCPG, le récepteur 5-TH2B est capable d’activer de nombreuses autres voies.
Successivement, le récepteur 5S-HT2B a montré sa capacité a stimuler la phospholipase A2 et
la voie de I’acide arachidonique ainsi que les enzymes responsables de la production de
monoxyde d’azote : les Nitric Oxide Synthases (NOSs). Enfin ce récepteur a la capacité
d’activer les voies de signalisation impliquées dans les phénomenes de prolifération et/ou
d’apoptose.

30



@ @ PIP2
GTP

GDP GTP / /

aq —_— PLCB

< ’) o IP3  DAG
&
©

Figure 4 : Activation de la voie Gq par le récepteur S-HT2B

Les cellules 1C11 de carcinomes embryonnaires de souris ont la capacité de se
différencier en cellules sérotoninergiques exprimant les récepteurs 5S-HT1B/1D et 5-HT2B a
deux jours de différenciation, puis, également le récepteur 5-HT2A, au quatriéme jour de
différenciation.

A deux jours de différenciation, I’activation du récepteur 5-HT2B stimule la
phospholipase A2 (PLA2) et ainsi la libération d’acide arachidonique (AA) (Tournois et al.,
1998). Ce second messager entraine la stimulation, via les prostacyclines, de la cyclo-
oxygénase (Cox), qui elle-méme va bloquer le signal dépendant de la protéine Gi (I’inhibition
de la synthése d’AMP cyclique), induit par I’activation du récepteur 5S-HT1B/1D. A quatre
jours de différenciation, le récepteur 5-HT2A se couple préférentiellement a la voie de la
PLA2 au dépend du récepteur 5-HT2B, bien que I’expression de celui-ci ne soit pas modifiée.
Les récepteurs de la sérotonine sont donc capables d’interagir entre eux (Figure 5) et ses
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expériences démontrent que le couplage des récepteurs 5-HT2B dépend de leur
environnement et notamment de la présence ou pas d’un autre récepteur présentant le méme
type de couplage (le récepteur 5S-HT2A).

Les récepteurs 5-HT2B et 5-HT1B/1D sont capables de co-localiser au niveau central
(hippocampe) mais également en périphérie dans les cellules endothéliales. De plus, les
agonistes 5S-HT1B/1D tel que le sumatriptan sont utilisés dans le traitement de la crise de
migraine (Doenicke et al., 1988) et certains antagonistes 5-HT2 ont une action prophylactique
sur la migraine. Donc I’expression conjointe des récepteurs 5S-HT2B (Schmuck et al., 1996) et
5-HT1B/1D dans les vaisseaux méningés laisse supposer une potentielle interaction in vivo.

De facon remarquable, le récepteur 5-HT2B peut également étre couplé a une protéine
Gal3 dans les cellules 1C11 pour activer les NOS inductibles (Manivet et al., 2000). Cette
sous-unité de protéine G est connue pour activer la PLA2, mais 1’existence d’un lien entre ces
deux observations reste a vérifier.

PLA2 Adenylate
Cyclase
v ©)
AA

| \« [ AMP cyclique]

Cyt P450 Lox Cox

Figure 5 : Activation de la PLA2
D’apres (Tournois et al., 1998)

Abréviations : PLA2 (phospholipase A2), AA (acide arachidonique), CytP450
(Cytochrome P450), Lox (Lipo-oxygenase), Cox (Cyclo-oxygenase)
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La stimulation du récepteur 5-HT2B, par des agonistes spécifiques, conduit a une
augmentation de D’activit¢é mitogéne dans des fibroblastes de souris transfectés par ce
récepteur. Cette activité correspond a I’activation rapide du produit du proto-oncogene p21ras,
par la sous-unité By de la protéine G couplée au récepteur, et a ’activation des Mitogen
Activated Phospho Kinase (MAPKinase) p42MAPK/p44mapk (ERK1/2) (Launay et al.,
1996). Chez les Mammiferes, la voie des MAPK peut étre activée par des stimuli externes tels
que des facteurs de croissance, des hormones ou des neurotransmetteurs et cette activation
induit la phosphorylation de facteur de transcription et la division cellulaire. Cette voie peut
étre induite a la fois par des protéines (cytoplasmiques ou récepteurs membranaires) a activité
tyrosine kinase et par des seconds messagers des protéines G.

Plus précisément, il a été montré que la sérotonine en stimulant le récepteur 5S-HT2B
induit une augmentation de 1’expression des cyclines E et D1 et de I’activité des complexes
cycline E/cdk2 et cycline D1/cdk4. Ces complexes provoquent une hyperphosphorylation de
Rb (Retinoblastoma protein) entrainant la progression du cycle cellulaire. L activation par la
sérotonine de ’activité tyrosine kinase du proto-oncogene p60src est une étape indispensable
a son activité mitogéne. En effet, I’activation de la protéine Src stimule la synthése de la
cycline E d’une part et, d’autre part, induit la trans-activation du récepteur du PDGF (Platelet
Derived Growth Factor) par phosphorylation, et ce, méme en absence de ligand pour ce
récepteur, conduisant ainsi a 1’induction de la synthése de la cycline D1 (Nebigil et al.,
2000b). La stimulation par la sérotonine, des fibroblastes transfectés, s’accompagne d’une
perte de I’inhibition de contact et de la formation de foci sur les cellules en culture, mais
¢galement de la formation de tumeur aprés injection de ces cellules a des souris athymiques
(Launay et al., 1996). (Figure 6)

L’induction de I’apoptose, par privation de sérum, des cardiomyocytes de souriceaux
nouveaux-nés en culture, a permis de mettre en évidence les fonctions anti-apoptotiques du
récepteur 5S-HT2B. En effet la sérotonine inhibe 1’apoptose des cardiomyocytes sauvages alors
qu’elle ne permet pas de protéger les cardiomyocytes de souris mutantes invalidées pour le
récepteur 5-HT2B vis-a-vis de la mort cellulaire. La protection induite par la sérotonine
dépend de deux voies de signalisation distinctes : ERK (extracellular signal-regulated kinase)
et Akt. L’activation de la voie PI3K/Akt (Phophatidylinositol-3 kinase/Akt) entraine la
dégradation de IkB-a et la translocation dans le noyau du facteur de transcription NF-xB
(Nuclear Factor-kB). Ce facteur de transcription est notamment responsable de la régulation
de I’expression de la protéine ANT-1 (Adenine Nucleotide Translocator), un composant de la
perméabilité membranaire des mitochondries. L’activation de ERK1/2 par la sérotonine,
quant a elle, permet de maintenir une basse expression de Bax, une protéine pro-apoptotique,
située dans la membrane des mitochondries. L’addition des effets sur ANT-1 et Bax permet
de maintenir I’intégrit¢ de la membrane mitochondriale, évitant ainsi la libération de
cytochrome ¢ et I’activation associée des caspases-9 et -3, responsables de la mort cellulaire
des cardiomyocytes (Nebigil et al., 2003a). (Figure 7)
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Figure 6 : Voie de signalisation mitogene du récepteur >HT2E utilisant la
transactivation des protéines a activité tyrosine kinase
cytoplasmique {(S1c) et recepteur membranaire (PDGEF-R)
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Figure 7 : Signal anti-apoptotique du recepteur 5-HT2E permettant de
maintenir I'intégrite de la membrane mitochondriale



De récents travaux sur les cellules sérotoninergiques 1C11, les cellules isolées de
tumeur carcinoides et les fibroblastes de souris transfectés pour le récepteur 5S-HT2B, ont
montré la capacité du récepteur 5-HT2B a activer les nitric oxyde synthases [NOSs
endothéliales (eNOS) et inductibles (iNOS)] et donc, a augmenter les taux de GMP
(guanosine monophosphate) cyclique (Manivet et al., 2000) (Figure 8).

Le couplage du récepteur 5-HT2B avec les NOSs inductibles et constitutives
endothéliales semble se produire selon un nouveau mode de signalisation, par I’interaction de
motifs protéiques spécialisés. Les domaines PDZ (Post-synaptic density-95, Discs large, Zona
occludens-1) sont présents dans de nombreuses familles de protéines structurales et
d’enzymes telles que les NOSs endothéliales (eNOS) et semblent jouer un rdle important dans
les interactions protéine-protéine au niveau de la membrane plasmique. Les interactions entre
les protéines contenant des domaines PDZ ou des motifs reconnaissant des domaines PDZ,
sont supposées étre responsables de la formation de complexes de signalisation
macromoléculaires (Kornau et al., 1997). Le couplage du récepteur 5-HT2B avec les NOSs,
en réponse au DOI, disparait dans des fibroblastes transfectés avec un récepteur 5-HT2B
tronqué dans la partie C-terminale, contenant le domaine PDZ, ou muté dans la séquence de
ce domaine PDZ. La présence de ce domaine PDZ est donc absolument nécessaire a
’activation de la syntheése de NO par les deux enzymes (eNOS et iNOS).

Le couplage du récepteur 5-HT2B a la iNOS est particulierement rapide et donc
incompatible avec I’activation transcriptionnelle habituellement décrite pour cette NOS,
notamment dans les phénomenes inflammatoires et infectieux. De fagon intéressante,
I’activation de la iNOS par le récepteur 5-HT2B semble plus complexe qu’une simple
interaction avec le motif PDZ, car elle fait appel au couplage avec une protéine G de type
Gal3, alors que le couplage précédemment décrit pour ce récepteur se faisait avec une
protéine Gaq. L’activation de la iNOS par Gal3 fut décrite précédemment, mais au niveau
transcriptionnel (Kitamura et al., 1996). Il a ét¢ montré que le récepteur B-adrénergique
pouvait également étre couplé a deux protéines G différentes : en effet le couplage d’abord a
Gs permet ’activation de la PKA (protéine kinase A) entralnant la phosphorylation du
récepteur par rétrocontréle négatif et la forme phosphorylée du récepteur interagit alors avec
une protéine Gi (Lefkowitz, 1998). Le couplage Gq et le rétrocontrole négatif par la PKC
permettraient au récepteur 5-HT2B d’activer la iNOS via un couplage a Gal3. C’est une
hypothese qui reste a vérifier. Par ailleurs une interaction entre le couplage Gq et 1’activation
des NOS ne peut étre exclue : en effet des interactions entre 1’IP3 et la synthése de NO ont été
décrites précédemment (Clementi et al., 1995; Shimpo et al., 1997).

L’hypotheése a été faite que le domaine PDZ du récepteur 5-HT2B permettrait
I’interaction avec d’autres protéines contenant des motifs PDZ, telle que la eNOS, et
I’assemblage de complexes protéiques sous la membrane plasmique. Ce genre d’interaction a
été précédemment décrit pour le récepteur B-adrénergique (Hall et al., 1999). 1l est par ailleurs
tentant de penser que les récepteurs 5-HT2A et 5-HT2C, qui possédent également un domaine
PDZ (Becamel et al., 2004), utilisent ce motif pour la production de GMP cyclique,
respectivement dans les cellules du glioma C6 (Kagaya et al., 1995) et dans le plexus choroide
(Kaufman et al., 1995).
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Le récepteur 5-HT2B est donc capable d’activer une grande variét¢ de voies de
signalisation différentes. L’activation de ces voies dépend probablement du sous-type
cellulaire exprimant le récepteur 5-HT2B, et sans doute des autres récepteurs et seconds
messagers exprimés dans ces cellules. Ainsi le couplage préférentiel du récepteur 5S-HT2A
pour certaines voies de signalisation pourrait masquer et empécher le couplage du récepteur 5-
HT2B en raison d’une compétition pour les seconds messagers par exemple. De plus le
récepteur 5-HT2B peut modifier les voies de signalisation d’autres récepteurs tel que le
récepteur 5S-HT1B/1D.

Il existe un autre niveau de régulation de la signalisation des RCPGs et qui s’applique
sans aucun doute au récepteur 5-HT2B. En effet les RCPGs peuvent €tre désensibilisés et
internalisés, entralnant ainsi un découplage de certaines voies de signalisation. Bien que les
preuves concernant le 5-HT2B nous manquent encore actuellement, il est important de décrire
ce phénomene général concernant les RCPGs.
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3.5. Trafic des RCPGs

Il a ét¢ démontré que les récepteurs couplés aux protéines G étaient régulés
négativement par I’action de différentes kinases, suite a la stimulation par des agonistes, ou
méme en absence de stimulation. Cette régulation négative a été montré par de nombreux
auteurs, pour le récepteur 5-HT2A, ainsi que pour d’autres RCPGs, et elle conduit & une
désensibilisation du récepteur, méme en absence de ligand, suite a la phosphorylation de ce
récepteur par une protéine kinase C (PKC) (Roth et al., 1998) ou une protéine kinase AMP
cyclique dépendante (PKA) (Pierce and Lefkowitz, 2001). Les RCPGs peuvent donc étre
désensibilisés par un rétrocontréle négatif, faisant appel aux kinases qu’ils ont eux-mémes
activées ou qui sont activées par d’autres stimuli (Letkowitz, 1998).

Par ailleurs, suite a la stimulation par un ligand sélectif, les RCPGs activés sont
phosphorylés par des protéines GRK (G-protéin coupled Receptor Kinase) et s’associent
simultanément a une molécule de B-arrestine, inhibant ainsi le couplage aux protéines G. La
B-arrestine interagit avec des molécules de clathrine permettant de séquestrer le RCPG a
I’intérieur d’une vésicule recouverte de clathrine. L’ensemble de ce processus induit la
délocalisation de la surface de la cellule des RCPGs désensibilisés et phosphorylés
(Lefkowitz, 1998; Pierce and Lefkowitz, 2001). Aprés internalisation, le récepteur sera
dégradé dans les lysosomes ou recyclé a la membrane. (Figure 9)

D’autre part, il semble que les RCPGs puissent utiliser une autre voie d’internalisation
faisant appel a la formation d’un autre type de vésicule : les cavéoles (Galbiati et al., 2001;
Shaul and Anderson, 1998). Les cavéoles sont des structures endocytosiques, impliquées dans
les mouvements transcellulaires, et contenant un trés grand nombre de molécules impliquées
dans la transduction du signal. Elles permettent également de compartimentaliser les voies de
signalisation. Les cavéoles se composent majoritairement de cavéoline, une protéine dont il
existe 4 isoformes : caveolin-la, 18, 2 et 3. L’expression de la cavéoline-3 est restreinte aux
cellules musculaires tandis que les autres isoformes sont exprimées de facon ubiquitaire (Liu
et al., 2002). Les cavéoles se différencient des vésicules recouvertes de clathrine, car a
I’inverse de celles-ci qui se forment a la membrane, les cavéoles se forment dans 1’appareil de
Golgi pour étre ensuite transportées a la membrane. Quatre types de molécules ont été
associées aux cavéoles : les molécules de la transduction du signal dépendant des protéines G,
les molécules du signal calcique, les composants de la voie de signalisation tyrosine
kinase/MAPK et les molécules des voies de signalisation faisant appel aux lipides.

Plusieurs RCPGs ont été localisés dans les cavéoles, tels que les récepteurs pour la
bradykinine, 1’acétylcholine, 1’endothéline, et la plupart des protéines G ont été isolées des
cavéoles (Chun et al., 1994). De fagcon remarquable, les récepteurs mentionnés interagissent
tous avec la synthése de NO par la NOS endothéliale (eNOS) qui est elle-méme associée a la
cavéoline dans les cavéoles grace a son domaine PDZ. La quasi-totalit¢ des eNOSs se trouve
dans les cavéoles. On peut donc facilement imaginer que 1’interaction décrite précédemment,
entre le récepteur 5-HT2B et la eNOS, se produise dans les cavéoles, mais cette hypothése
reste a vérifier. Le récepteur 5S-HT2A est également concentré dans les cavéoles des cellules
musculaires (Fiorica-Howells et al., 2002).
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La fixation d’un ligand sur un RCPG induit sa phosphorylation par une GRK
(G-protein coupled receptor kinase), le recrutement de la B-arrestine et
I’internalisation du récepteur dans des vésicules recouvertes de clathrine. Le
récepteur est alors déphosphorylé dans les endosomes, par des phosphatases,
puis recyclé a la membrane ou dégradé dans les lysosomes selon le type de
RCPG.
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Généralement, suite a 1’administration d’un antagoniste ou d’un agoniste inverse, les
RCPGs sont régulés positivement ou hypersensibilisés. Ce n’est, semble-t-il, pas le cas pour
les récepteurs de la famille 5-HT2, notamment pour les récepteurs 5-HT2A et 5-HT2C
centraux (Enguix et al., 2003). Au niveau périphérique, il apparait que les récepteurs 5-HT2B
et 5-HT2A sont désensibilisés aussi bien en réponse a des agonistes qu’a des antagonistes et
que les récepteurs 5-HT2B sont désensibilisés plus rapidement que les récepteurs 5-HT2A
(Ben-Harari et al., 1991; Paris et al., 1997) et plus longuement que les récepteurs 5S-HT2C
(Schaerlinger et al., 2003).

Tres peu de choses sont connues sur le phénoméne d’internalisation du récepteur 5-
HT2B. Cependant, le récepteur 5S-HT2B humain, tronqué dans sa partie C-terminale (-82 aa),
ne présente pas de modification de sa pharmacologie (Kd du DOI inchangé) mais une
augmentation de son nombre de sites de fixation (Bmax multiplié¢ par 2), impliquant un role
majeur de cette séquence protéique dans le phénomeéne d’internalisation (Choi et al., 1994),
comme cela a été¢ montré pour le récepteur B-adrénergique (Hausdorff et al., 1990).

3.6. Fonctions physiologiques du récepteur 5-HT2B

La stimulation des récepteurs 5-HT2B induit la prolifération des fibroblastes en
culture qui forment des foci et induisent des tumeurs chez la souris athymique (Launay et al.,
1996; Nebigil et al., 2000b). La sérotonine a é¢galement montré un effet mitotique sur les
fibroblastes NIH3T3 exprimant une grande densité de récepteurs 5S-HT2A ou 5-HT2C (Julius
et al., 1989). L’effet mitogéne serait donc un phénoméne commun a tous les récepteurs 5-
HT2. Il a ét¢ montré que le récepteur 5-HT2B transfecté dans les fibroblastes était capable
d’induire la prolifération cellulaire notamment grace a la trans-activation du récepteur du
PDGEF (Platelet Derived Growth Factor).

De fagon remarquable, d’anciennes données avaient démontré le pouvoir mitogene de
la sérotonine sur des cellules musculaires lisses d’origine bovine (aorte) et une synergie de la
prolifération induite par le PDGF (Nemecek et al., 1986). Plus récemment, Il a ét¢ montré que
la sérotonine avait aussi une action synergique avec le thromboxane A2 sur la prolifération
des cellules musculaires lisses d’aorte de chien, cet effet étant bloqué par un antagoniste 5-
HT2 (LY281067) (Pakala et al., 1997). Cependant on ne peut attribuer, de fagon certaine, ces
effets au récepteur 5-HT2B puisqu’il est communément admis que le récepteur 5-HT2A est le
récepteur de la sérotonine préférentiellement exprimé dans le muscle lisse.

Le pouvoir mitogene, dépendant des récepteurs 5-HT2, a également été démontré sur
des cultures primaires de cellules endothéliales d’aorte bovine et canine. On peut supposer
qu’il s’agit d’un effet spécifique du récepteur 5S-HT2B, puisqu’il est exprimé dans les cellules
endothéliales, a I’inverse des autres récepteurs 5-HT2 (Pakala et al., 1994).

D’autre part, le récepteur 5-HT2B est exprimé dans certaines lignées tumorales telles
que les cellules DDT-MFII de leiomyosarcome, une tumeur du muscle lisse de hamster, ainsi
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que dans les cellules SHSY-5Y de neuroblastome humain et les cellules MCF7 de tumeur
mammaire humaine. Le pouvoir mitogéne du récepteur 5S-HT2B a été impliqué dans certaines
situations pathologiques dont les tumeurs carcinoides humaines (Launay et al., 1996) et
I’hypertension pulmonaire induite par I’hypoxie qui s’accompagne d’un intense remodelage
vasculaire par prolifération des cellules musculaires lisses (Launay et al., 2002).

Mais le potentiel mitogéne du récepteur 5-HT2B s’exerce d’abord physiologiquement
pendant le développement embryonnaire de la souris (Nebigil et al., 2000a; Choi et al., 1997).
En effet, la sérotonine, présente en forte concentration durant I’embryogenése, comme
d’autres neurotransmetteurs, joue un role prépondérant sur la morphogenése (Lauder, 1993).

L’utilisation d’inhibiteur de la recapture de la sérotonine sur des embryons de souris
en culture a démontré le réle de la sérotonine dans la morphogenése craniofaciale (Shuey et
al., 1992). Plus précisément, le méme type d’expérience avec un antagoniste 5-HT2, la
ritansérine, peut induire des défauts de développement de la région céphalique et du tube
neural. Au moment du traitement antagoniste (2 8,5 jours de développement) il existe un pic
d’expression du récepteur 5S-HT2B dans le tube neural, le cceur et les somites. Le récepteur 5-
HT2A n’est encore que faiblement exprimé a ce moment (Choi et al., 1998; Choi et al., 1997).
Les défauts observés sont un retard de croissance principalement dans la région céphalique,
une forme anormale du tube neural présentant souvent un défaut de fermeture, la présence de
cellules apoptotiques et une désorganisation des somites. Ces résultats supposent que le
récepteur 5-HT2B est impliqué dans la migration, la prolifération et/ou la survie des cellules
dérivées de la créte neurale.

Le récepteur 5-HT2B a également ét¢ impliqué dans le développement du systéme
nerveux entérique chez le rat. La stimulation par le DOI, un agoniste SHT2B/2C induit la
différenciation des neurones en culture et cet effet est sélectivement bloqué par la ritansérine.
Sachant que seuls les récepteurs 5-HT2A et 5-HT2B sont exprimés dans ces cellules, I’effet
observé est sans doute dépendant de la stimulation du récepteur 5-HT2B (Fiorica-Howells et
al., 2000). Ce phénomene est par ailleurs spécifiquement associé a 1’activation des MAPK,
dont le couplage avec le récepteur 5S-HT2B a déja été prouvé dans d’autres tissus.

Les fonctions cardiaques de la sérotonine sont reconnues depuis longtemps bien que
les récepteurs impliqués dans ces fonctions n’aient pas toujours été identifiés (Saxena and
Villalon, 1991). Chez la souris, la sérotonine et le récepteur 5S-HT2B sont impliqués dans les
mouvements morphogénétiques cardiaques (Choi et al., 1997; Yavarone et al., 1993). En effet
le traitement par la ritansérine d’embryons de souris entre 8 et 9 jours de développement
induit une organisation anormale des sarcomeres de la couche sous endocardique ainsi qu’une
forte réduction du nombre de cellules trabéculaires dans le myocarde ventriculaire.

L’inactivation génétique par recombinaison homologue du géne du récepteur 5-HT2B
a définitivement confirmé le role de ce récepteur pendant le développement précoce du coeur.
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Ainsi la délétion du récepteur 5S-HT2B provoque des anomalies du développement induisant
une létalité partielle : une premiére phase de létalité se situe vers le 10°™ jour de
développement embryonnaire, induisant la mort in utero de 30 % des embryons ; une seconde
période de létalité survient pendant la premiére semaine de vie et concerne 30 % des
souriceaux nouveaux-nés. L’étude histologique de la couche compacte du myocarde des
embryons mutants (KO : knock-out), a 10 jours d’embryogenese, montre une différenciation
prématurée des cellules trabéculaires qui formeront le myocarde, affectant ainsi 1’organisation
des sarcomeres. La différenciation précoce s’accompagne d’un défaut de prolifération et de
migration des cellules trabéculaires, conduisant a I’hypoplasie des ventricules dont les parois
se trouvent trés amincies. La rupture de ces parois est sans doute la cause de la 1étalité
embryonnaire.

De fagon remarquable, les anomalies embryonnaires induites par 1’inactivation
génétique du récepteur 5S-HT2B sont tres voisines de celles provoquées par la délétion du gene
codant pour la neuréguline ou pour ses récepteurs ErbB-2 (HER-2/neu) et ErbB-4. Ce sont des
récepteurs membranaires de la famille des récepteurs de I’EGF (Epidermal Growth Factor)
possédant une activité tyrosine kinase (Lemke, 1996). Le récepteur 5S-HT2B et les protéines
de la voie ErbB possédent des sites d’expression communs puisque la neuréguline est
exprimée dans les cellules endothéliales de 1’endocarde et que ses récepteurs se situent au
niveau des cellules du myocarde. De plus les embryons KO pour le récepteur 5-HT2B
présentent une réduction d’expression du récepteur ErbB-2 dans les cceurs a 10,5 jours
d’embryogenese. Par ailleurs, la prolifération des cardiomyocytes de souris en culture, en
réponse a la sérotonine ou a la neuréguline, est diminuée dans le cas des souris mutantes par
rapport aux souris sauvages. Les anomalies cardiaques observées chez les embryons mutants
démontrent que le récepteur 5S-HT2B, couplé a une protéine Gq, est nécessaire a la régulation
de la voie de signalisation du récepteur a activité tyrosine kinase ErbB-2, pour la
différenciation et la prolifération des cardiomyocytes (Figure 10), mais cette régulation se
situe a un niveau transcriptionnel et non pas au niveau de la phosphorylation de ErbB2
(Nebigil et al., 2000a).

Il est intéressant de mentionner que le trafic intracellulaire du récepteur ErbB2 est
régulé par la protéine ERBIN, grace a une interaction par un domaine PDZ (Birrane et al.,
2003) et que le récepteur ErbB4 est localis¢ dans les cavéoles (Zhao et al., 1999).
L’interaction exacte entre le récepteur 5-HT2B et ErbB2 n’est pas encore ¢lucidée mais on
peut faire I’hypothese que 1’absence du récepteur 5-HT2B, qui posseéde lui aussi un domaine
PDZ, pourrait modifier le trafic, et par rétrocontrole, I’expression de ErbB2, dans les
cardiomyocytes au cours de I’embryogenése. Associée a son pouvoir mitogeéne, la voie ErbB
possede également la capacité a protéger les cardiomyocytes vis-a-vis de 1’apoptose et le
récepteur 5-HT2B s’est révélé étre aussi un facteur de survie des cardiomyocytes in vivo et in
vitro (Nebigil et al., 2003a).

L’apoptose des cardiomyocytes post-mitotiques se caractérise par la diffusion dans le
cytoplasme du cytochrome ¢ contenu dans les mitochondries (Narula et al., 1999). L’étude par
microscopie €lectronique de I'ultrastructure du myocarde des souris KO pour le récepteur 5-
HT2B a révélé d’importantes anomalies de structure des mitochondries qui sont gonflées et
présentent des cassures au niveau de la membrane interne (Nebigil et al., 2003a). Bien que les
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cceurs de souris KO pour le récepteur 5S-HT2B n’aient pas montré de fragmentation nucléaire
ou de destruction de myofibrilles, caractéristiques du phénomene d’apoptose, la réduction de
I’activité enzymatique de la cytochrome ¢ oxydase (COX-2) et de la succinate
déshydrogénase (SDH), confirme I’activation du mécanisme d’apoptose, mitochondrial-
dépendant, chez les souris mutantes pour le récepteur 5-HT2B. De plus, 1’expression de
protéines pro-apoptotiques, telles que Bax et ANT-1, est augmentée chez les souris KO par
rapport aux souris sauvages, et ces deux protéines voient leur expression diminuer suite a la
stimulation par la sérotonine de cardiomyocytes de souris sauvages en culture.
L’augmentation de leur expression, chez les souris KO, démontre donc I’initiation de la voie
de signalisation apoptotique dans les cceurs des souris invalidées pour le récepteur 5-HT2B.
Cette activation participe probablement au phénotype de cardiomyopathie dilatée, observé
chez les souris mutantes survivantes.
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trabécules cardiaques
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Figure 10 : Interaction entre les récepteurs S-HT2B et ErbB2 conduisant a
une anomalie de formation des trabécules chez les souris KO
pour le récepteur 5-HT2B, a une hypoplasie cardiaque et au
phénotype de cardiomyopathie dilatée
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Le lien entre la synthése de NO et la sérotonine était précédemment suspecté. En effet,
ces deux molécules sont impliquées dans la contraction musculaire lisse (Cox and Cohen,
1995; Meulemans et al., 1993), dans la relaxation vasculaire (Ellis et al., 1995; Glusa and
Richter, 1993) et dans le pathophysiologie de la migraine (Schmuck et al., 1996). Puisque les
récepteurs 5-HT2B sont présents dans I’estomac, I’intestin, les muscles lisses pulmonaires, le
rein, ainsi que dans le myocarde, 1’endothélium vasculaire et les tissus méningés (Baxter et
al., 1995; Ullmer et al., 1995; Choi and Maroteaux, 1996), ils sont des candidats privilégiés
pour une interaction entre la synthése de NO et la sérotonine.

Le mécanisme d’activation des Nitric Oxide Synthases (NOSs) par le récepteur 5-
HT2B reste encore obscur. Une premiere hypothese supposait I’hydrolyse du phosphoinositol,
suivi d’une activation calcium-calmoduline dépendante des NOSs endothéliales. Mais,
comme nous ’avons décrit dans le chapitre précédant, les récepteurs 5S-HT2B, exprimés dans
différents sous-types cellulaires en culture, peuvent induire 1’activation des NOSs, qu’elles
soient constitutivement actives (NOS endothéliale et neuronale) ou inductibles (iNOS),
entrainant ainsi une augmentation des taux de GMP cyclique intracellulaire (Manivet et al.,
2000). Nous verrons dans ce chapitre que 1’activation par les récepteurs 5-HT2B de la
synthése de NO in vivo commence a devenir plus claire, notamment dans le systéme
cardiovasculaire. Cependant, une étude réalisée sur des cellules musculaires lisses d’aorte de
rat a montré 1’effet inhibiteur de la sérotonine sur la synthése de NO, par la iNOS, en réponse
a une stimulation par Dinterleukine 1B (IL-18). Mais s’agissant d’une régulation
transcriptionnelle sensible a la kétansérine, il est probable que le récepteur 5-HT2A soit
responsable de cette inhibition (Shimpo et al., 1997).

Un autre lien entre la synthése de NO et les récepteurs de la sérotonine a été établi au
niveau du tissu osseux. En effet, en réponse a un stress mécanique, des ostéoblastes de souris
en culture, exprimant les récepteurs 5-HT2A et 5-HT2B, produisent du NO et cette production
est inhibée par I’a-méthyl-sérotonine, un agoniste 5-HT2B (Westbroek et al., 2001). La
stimulation du récepteur 5-HT2B semble donc inhiber la synthése de NO dans 1’os.

Cette donnée contradictoire par rapport a I’activation des NOSs dans d’autres types
cellulaires doit nous rendre attentif a la variabilit¢ de couplage fonctionnel selon 1’origine
tissulaire des modeles cellulaires utilisés. Donc seules les études in vivo peuvent réellement
nous informer sur le couplage entre les récepteurs 5S-HT2B et les NOSs.

Avant méme que les récepteurs de la sérotonine aient été clonés, les effets vasculaires
de ce neurotransmetteur €taient connus. Les travaux anciens de Cohen et Vanhoutte en 1983
(Cohen et al., 1983) montraient déja un effet relaxant de la sérotonine sur 1’artére coronaire de
chien, dépendant de la présence de 1’endothélium, et pouvant étre bloqué par la methysergide
mais pas par la kétansérine. L’étude des modifications de flux coronaire chez 1’homme en
réponse a I’administration de sérotonine a démontré 1’effet vasodilatateur de la sérotonine sur
la circulation coronaire de sujets sains et 1’effet vasoconstricteur chez les patients souffrant
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d’athérosclérose et dont I’endothélium est endommagé (Golino et al., 1991). De plus, la
libération brutale de sérotonine suite a une activation plaquettaire a été impliquée dans les
effets de thrombose et de remodelage vasculaire associés a la pathologie coronaire (Vikenes et
al., 1999).

Parmi les 15 récepteurs de la sérotonine identifiés, seulement 5 sous-types sont
exprimés au niveau des vaisseaux sanguins, dans deux principaux types cellulaires. Ainsi au
niveau des cellules endothéliales vasculaires sont exprimés les récepteurs 5-HT1B, 5-HT2B et
en moindre proportion 5-HT4, tandis que les cellules musculaires lisses expriment les
récepteurs 5-HT1B, 5-HT2A, 5-HT7 et dans certains cas particuliers 5-HT2B. Ce profil
d’expression laisse a penser que la sérotonine joue un réle complexe dans la régulation du
tonus vasculaire (Ullmer et al.,, 1995). En effet, les récepteurs présents sur les cellules
endothéliales ont la capacité d’induire une vasodilatation tandis que la stimulation par la
sérotonine des cellules musculaires lisses produit une vasoconstriction (Figure 11). Par
ailleurs le niveau d’expression des récepteurs de la sérotonine dépend de I’espéce et du tissu.
Ainsi I’expression du récepteur 5-HT2B est beaucoup plus importante dans les cellules
endothéliales pulmonaires que dans les cellules endothéliales coronaires chez I’homme. En
fonction du lit vasculaire étudié, les effets obtenus peuvent donc &tre variables.
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(Le récepteur 5-HT1D8 est en fait le récepteur S-HT1B)
L’artere pulmonaire

Les récepteurs 5-HT2B induisent la libération de Ca®* a partir des stocks
intracellulaires sensibles a la ryanodine dans les cellules endothéliales de 1’artére pulmonaire
humaine, mais indépendamment de la formation d’IP3 (Ullmer et al., 1996). Les dérivés de
I’ergot de seigle tels que 1’ergotamine, la dihydroergotamine et la dihydroergocristine, de
méme que la sérotonine et I’a-méthyl-sérotonine induisent une relaxation dépendante de
I’endothélium et réversible sur des segments d’artére pulmonaire de porc. Cette relaxation,
s’accompagnant d’une augmentation de la concentration en GMP cyclique, est probablement
due a la libération de NO, d’autant plus qu’un prétraitement des vaisseaux par un inhibiteur de
la synthése de NO inhibe cette relaxation (Glusa and Roos, 1996). Etant donné le profil
d’expression des récepteurs de la sérotonine dans 1’artére pulmonaire de porc (Ullmer et al.,
1995) et I’affinité des différents agents testés, seul le récepteur 5-HT2B peut étre responsable
de cette relaxation. Plus tard 1’utilisation d’agoniste plus spécifique du récepteur 5-HT2B, tel
que le compos¢ BW723C86, a permis d’induire la relaxation d’anneaux pré-contractés
d’artére pulmonaire de porc dont I’endothélium était intact. Cette relaxation est bloquée par le
retrait de 1’endothélium, ou par 1’utilisation conjointe d’antagoniste des récepteurs 5-HT2B
(SB 204741), des récepteurs 5-HT2B/2C (SB 206553) ou encore de molécules actives dans le
traitement de la migraine tel que le pizotifen (Glusa and Pertz, 2000). Le récepteur 5-HT2B
est donc bien responsable de la relaxation dépendante de 1’endothélium induite par la
sérotonine dans 1’artére pulmonaire de porc. De fagon similaire, la sérotonine induit la
dilatation de I’artére pulmonaire de rat, dépendante de la synthése de NO (Eddahibi et al.,
1997).

L’aorte et les gros vaisseaux

Il a été montré que la sérotonine induit la relaxation des anneaux précontractés d’aorte
de rat. Cette relaxation dépend de la présence de I’endothélium et de la dose utilisée ainsi que
de la présence de kétansérine (0,3 uM) un antagoniste des récepteurs S-HT2A, permettant de
bloquer la contraction induite par la sérotonine. L’utilisation d’antagonistes appropriés a
permis d’identifier le récepteur 5-HT2B comme étant responsable de cette relaxation
dépendante de I’endothélium (Villazon et al., 2002). De plus sur des anneaux d’aorte non
précontractés, le pouvoir contractile de la sérotonine est plus important en absence
d’endothélium, confirmant ainsi les effets opposés des récepteurs S-HT2A et 5-HT2B.

Les vaisseaux coronaires

L’étude, in vitro, sur des cellules endothéliales d’artéres coronaires humaines, a
montré qu’a la fois les récepteurs 5S-HT1B/1D et les récepteurs S-HT2B sont responsables de
la production, induite par la sérotonine, de nitrites (Ishida et al., 1998). Ces nitrites
proviennent du métabolisme du NO. L’ergonovine, dont on sait maintenant qu’elle possede
une forte affinité pour le récepteur 5-HT2B, induit une vasodilatation suivie d’une
vasoconstriction, s’accompagnant d’une augmentation du flux coronaire chez le chien éveillé.
La vasodilatation dépend de 1’activité¢ des NOSs puisqu’elle disparait si on traite les chiens
avec un inhibiteur de la synthése de NO, la N®-nitro-L-arginine (L-NA) et peut étre inhibée
par la méthiothépine, un antagoniste non sélectif des récepteurs 5-HT1/2 (Karila-Cohen et al.,
1999). Le role du récepteur 5-HT2B reste encore a étudier chez les patients souffrant
d’athérosclérose et présentant donc une dysfonction endothéliale. La sérotonine est un
puissant vasodilatateur au niveau de la vasculature coronaire puisqu’elle est capable
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d’augmenter de fagon dose dépendante le flux coronarien chez le rat. De fagon remarquable,
les expériences sur cceurs isolés-perfusés, de souris invalidées pour le récepteur 5-HT2B, ont
montré une réduction significative du flux coronarien de base chez les femelles mutantes par
rapport aux femelles sauvages (Nebigil et al., 2001b).

La sérotonine peut étre libérée par les plaquettes dans le cas d’ischémie du myocarde
et elle est impliquée dans I’exacerbation des syndromes coronariens aigus. Des études sur des
artérioles coronaires humaines ont montré la capacit¢ de la sérotonine a induire une
vasodilatation NOS-dépendante a 1’état basal. Au contraire, aprés une ischémie coronaire, la
sérotonine induit une vasoconstriction qui sera inhibée par des antagonistes des cyclo-
oxygénases et des antagonistes de la thromboxane A2 synthase. Les auteurs de cette étude ont
montré une augmentation, aprés une ischémie, de 1’expression de la cyclo-oxygénase
inductible (COX-2) principalement au niveau des cellules endothéliales et qui serait
responsable de la sensibilité accrue a la sérotonine (Metais et al., 2001).

Les artéres de résistance

Alors que le récepteur principalement impliqué dans le contraction des gros vaisseaux
est le récepteur 5-HT2A, le lit vasculaire mésentérique perfusé de rat présente une réponse
contractile in vivo a la sérotonine et a 1’a-methyl-serotonine qui peut étre inhibée par des
antagonistes 5-HT2 (ritansérine) et 5S-HT2B/2C (SB 206553) (Fernandez et al., 2000). Cette
contraction locale du lit mésentérique, probablement due a la stimulation du récepteur 5-
HT2B, ne s’accompagne d’aucun changement de la pression artérielle systémique. Cependant,
il est important de mentionner que chez d’autres especes, telles que le lapin, le récepteur
responsable de la contraction de la sérotonine dans le lit mésentérique est le sous-type 5-
HT1B/1D. Nous ne disposons actuellement d’aucune donnée concernant ’homme ou la
souris.

La circulation cérébrale

I1 a ét¢ montré que le récepteur 5-HT2B stimule la relaxation des artéres cérébrales de
porc (Schmuck et al., 1996) et de la veine jugulaire de rat (Ellis et al., 1995). Cette relaxation
passe par la production de NO.

La plupart des informations a notre disposition concernant le récepteur 5S-HT2B et ses

fonctions in vivo nous viennent des différentes observations réalisées en pathologie humaine
et des modeles d'étude de ces pathologies chez l'animal.
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3.7. Implications du récepteur S-HT2B en pathologie

(Kulke and Mayer, 1999)

Les tumeurs carcinoides malignes dérivent des cellules entérochromaffines qui
synthétisent la sérotonine. Elles se caractérisent par la présence de granules neuro-sécrétoires
visibles en microscopie ¢€lectronique. Ces granules libérent un certain nombre d’hormones et
d’amines biogenes, principalement la sérotonine, mais aussi la dopamine, la kallikrein,
I’histamine, les prostaglandines, ’ACTH, la gastrine, la calcitonine, la substance P, la
neurotensine et I’hormone de croissance. Ces substances sont responsables du tableau clinique
des tumeurs carcinoides : une vasodilatation cutanée entrainant une rougeur de la face de type
« flushing », de la diarrhée et un dépot endocardique de type fibrose (Feldman, 1987). Les
tumeurs carcinoides sont classées selon leur localisation : on distingue les tumeurs carcinoides
pulmonaires, gastriques, du petit intestin, de I’appendice, du colon ou du rectum. De plus,
une pathologie cardiaque valvulaire survient dans 57 a 77% des cas (Howard et al., 1982;
Lundin et al., 1990; Lundin et al., 1988). Cette pathologie s’accompagne d’une augmentation
significative des taux de sérotonine dans le sérum, le plasma et les plaquettes ainsi que du
taux urinaire de 5-hydroxyindole acide acétique, le principal métabolite de la sérotonine
(Robiolio et al., 1995). De facon remarquable, les tumeurs carcinoides gastriques et de
I’appendice sont plus fréquentes chez les femmes que chez les hommes (Modlin and Sandor,
1997; Rindi et al., 1996). 11 a été montré que les tumeurs carcinoides humaines spontanées ou
induites par Mastomys natalensis expriment le récepteur 5S-HT2B et que la stimulation par la
sérotonine des cellules isolées de ces tumeurs carcinoides permet d’induire une activation 5-
HT2 dépendante de la voie ras mitogéne (Launay et al., 1996).

Cardiopathie valvulaire

Cette pathologie se définie comme un épaississement fibreux de 1’endocarde
conduisant a des anomalies des valves tricuspide et pulmonaire, de type régurgitation. La
pathologie valvulaire induite par [’utilisation de médicaments anorexigénes, de type
dexfenfluramine, se caractérise par une prolifération de myofibroblastes. Cette atteinte est
identique sur le plan histopathologique a celle qu’on peut observer dans la maladie carcinoide
ou apres une utilisation prolongée des dérivés de 1’ergot de seigle présentant une forte affinité
pour les récepteurs 5-HT2B (ergotamine, methysergide) (Connolly et al., 1997; Kulke and
Mayer, 1999). La norfenfluramine, principal métabolite de la dexfenfluramine, présente une
trés forte affinité pour les récepteurs 5-HT2B et 5-TH2C. Cependant la quantit¢ d’ARN
messager pour le récepteur 5-HT2B est 300 fois plus élevée que celle du récepteur 5-HT2C
dans les valves cardiaques. La stimulation préférentielle du récepteur 5S-HT2B valvulaire par
la norfenfluramine, par les dérivées de 1’ergot de seigle et la sérotonine provenant des tumeurs
carcinoides serait a I’origine de la fibroplasie observée chez I’homme (Fitzgerald et al., 2000).
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Cardiomyopathie dilatée

Le premier lien entre le récepteur 5-HT2B et la fonction cardiaque fut établi grace a la
description du phénotype des souris KO pour ce récepteur. En effet les anomalies de
développement cardiaque observées chez ces animaux provoquent une létalité partielle au
cours de I’embryogenése. Les animaux survivant présentent a 1'dge de 6 semaines une
cardiomyopathie dilatée qui se caractérise par une réduction de 24% de la masse ventriculaire
cardiaque, une dilatation de la chambre ventriculaire gauche accompagnée d'un
amincissement des parois ventriculaires (la paroi postérieur et le septum). Ces anomalies
morphologiques, identifiées par une analyse histologique ont été confirmées par
échocardiographie chez des souris agées de 19 semaines. La mesure des diameétres du
ventricule gauche en systole et en diastole permet d’évaluer la fraction d’éjection systolique.
Ce dernier paramétre est significativement diminué de 20% chez les males KO pour le
récepteur 5-HT2B, démontrant ainsi un défaut de contractilité probablement reli¢ a la
réduction significative d’expression des N-cadhérines, des molécules d’adhésion, et a la
présence de disques intercalaires anormaux entre les cardiomyocytes de ces souris KO)
(Nebigil et al., 2001a; Nebigil et al., 2001b). La sérotonine, en stimulant le récepteur 5-HT2B,
est donc impliquée dans la structure et la fonction des cardiomyocytes adultes. Ces effets
s’ajoutent a ceux observés sur la prolifération, la migration et la différenciation des
cardiomyocytes embryonnaires (Nebigil et al., 2000a) ainsi que la survie des cardiomyocytes
post-natals (Nebigil et al., 2003a). Par ailleurs, I’analyse biochimique de marqueurs de
souffrance cardiaque couramment utilisés en pathologie humaine tel que la CK-MB (isoforme
MB de la créatine kinase) ou la troponine I cardiospécifique, a montré une augmentation du
taux de ces marqueurs dans le sérum des souris KO pour le récepteur 5S-HT2B par rapport aux
souris sauvages. Enfin, la fréquence cardiaque et la pression artérielle systémique des souris
KO ne sont pas modifiées par rapport aux souris sauvages.

Les souris KO pour le récepteur 5-HT2B présentent donc a I’age adulte des
caractéristiques morphologiques, moléculaires et biochimiques similaires a celles de patients
souffrant de dilatation cardiaque. En pathologie humaine, on parle de cardiomyopathie dilatée
(CMD) primitive qui se définit comme une atteinte en apparence primitive de la fibre
cardiaque caractérisée par une dilatation plus ou moins importante d’un ou des deux
ventricules, une atteinte de la fonction ventriculaire gauche systolique, une évolution vers
I’insuffisance cardiaque progressivement irréductible et un risque de mort a tous les stades de
la maladie. Il s’agit d’une affection fréquente, s’observant a tout dge, mais principalement
chez I’adulte jeune entre 20 et 40 ans et 3 fois plus souvent chez ’homme que la femme. Les
CMD s’accompagnent de deux perturbations essentielles : une atteinte de la fonction
contractile ventriculaire avec une fraction d’éjection globale abaissée et une augmentation du
volume diastolique ventriculaire.

Chez I’homme, on connait quelques cas de cardiomyopathies induites par des
mutations génétiques mais toutes ou presque concernent des mutations sur des génes codant
pour des protéines du cytosquelette, telles que la dystrophine ou encore la métavinculine, 1’a-
dystroglycan, 1’a-et -sarcoglycan et la protéine musculaire LIM (Chen and Chien, 1999;
Chien, 1999). Plus récemment, la protéine ErbB2, impliquée dans le phénotype embryonnaire
des souris KO pour le récepteur 5S-HT2B, s’est montrée essentielle dans la prévention de la
cardiomyopathie dilatée chez la souris adulte (Crone et al., 2002). L’interaction entre les
récepteurs 5-HT2B et ErbB2 existe donc peut-&tre ¢galement dans le cceur adulte, mais cette
hypothese reste a vérifier.

49



De fagon remarquable, les souris KO males semblent plus atteintes que les souris KO
femelles, ce qui laisse supposer que ces derniéres sont protégées vis-a-vis des anomalies
cardiovasculaires induites par ’absence de récepteur 5-HT2B. Cette différence male/femelle
se situe a différents niveaux. Au niveau histopathologique, les femelles présentent une
dilatation du ventricule gauche moindre que les males. Au niveau biochimique, les dosages
sanguins de marqueurs de souffrance cardiaque tels que la troponine I cardiospécifique et le
créatine kinase MB massique sont nettement plus augmentés a 6 semaines chez les males que
chez les femelles mutantes. Au niveau fonctionnel, les femelles mutantes présentent des
caractéristiques voisines de leurs homologues sauvages. Les parametres échocardiographiques
et 1’¢lectrocardiogramme des femelles KO 5-HT2B sont normaux. Les faibles anomalies
histopathologiques n’ont donc pas de retentissement majeur sur le plan fonctionnel chez les
souris femelles invalidées pour le récepteur 5-HT2B. Il existe donc un mécanisme de
compensation ou de protection chez les femelles pour réduire les effets délétéres de la
mutation dans le récepteur 5-HT2B au niveau du systéme cardiovasculaire. Les hormones
sexuelles femelles, principalement représentées par les cestrogenes, sont classiquement
reconnues pour avoir un pouvoir protecteur dans le systéme cardiovasculaire. Cette hypothése
sera étudiée dans ce manuscrit.

Hyvpertrophie cardiaque

De fagon surprenante, la cardiopathie dilatée induite par la délétion du gene du
récepteur 5-HT2B ne subit pas de phénomene compensatoire de type hypertrophie cardiaque
comme on pourrait s’y attendre. En effet le stress biomécanique induit par la réduction de la
masse ventriculaire provoque généralement la réexpression de génes embryonnaires impliqués
dans I’hypertrophie compensatrice tels que la protéine B-MHC (Myosin Heavy Chain) ou
I’ANP (Atrial Natriuretic Peptide) (Chien et al., 1993). Par contre les souris sur-exprimant de
manicre spécifique le récepteur 5S-HT2B dans les cardiomyocytes, grace a la fusion de I’ADN
complémentaire du récepteur 5-HT2B avec le promoteur du geéne de la protéine MHC,
présentent des signes caractéristiques d’hypertrophie cardiaque. Les analyses histologiques,
échocardiographiques et hémodynamiques ont décrit un épaississement des parois
ventriculaires sans modification, ni de la contractilit¢ cardiaque, ni des parametres
hémodynamiques (pression artérielle et fréquence cardiaque) chez les souris transgéniques
MHC-5-HT2B par rapport aux souris sauvages. Les caractéristiques morphologiques sont
confirmées par la surexpression des marqueurs biochimiques de 1’hypertrophie cardiaque 8-
MHC et ANP. Enfin le cceur des souris transgéniques montre une prolifération anormale des
mitochondries ainsi qu’une augmentation de D’activité enzymatique de la succinate
déshydrogénase et de la cytochrome c¢ oxydase associées au métabolisme de ces
mitochondries (Nebigil et al., 2003b).

En résumé la délétion du récepteur 5S-HT2B induit une destruction des mitochondries
associée a une diminution de leur activité enzymatique et a un phénotype de cardiomyopathie
dilatée (Nebigil et al., 2003a) tandis que la surexpression de ce méme récepteur produit des
effets opposés (hypertrophie cardiaque, augmentation de 1’activit¢é enzymatique des
mitochondries présentes en plus grand nombre). Il apparait donc que les fonctions cardiaques
du récepteur 5-HT2B soient intimement liées a la fonction mitochondriale et que cette
interaction soit un élément clé dans la régulation de I’équilibre entre la prolifération et
I’apoptose pendant la vie embryonnaire, et entre [’hypertrophie et [’apoptose des
cardiomyocytes adultes post-mitotiques (Nebigil and Maroteaux, 2003). Ces travaux ont
démontré le role majeur des mitochondries dans la transition entre 1’hypertrophie cardiaque, la
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cardiomyopathie dilatée, phénoméne de décompensation et 1’étape ultime d’insuffisance
cardiaque, caractérisée par un niveau d’apoptose plus élevé. (Figure 12)

Par ailleurs le récepteur 5-HT2B semble intervenir a d’autres niveaux, dans le
phénomene d’hypertrophie cardiaque. La perfusion chronique d’isoprénaline induit le
développement d’une hypertrophie cardiaque par stimulation excessive des récepteurs B-
adrénergiques cardiaques. Cependant les souris KO pour le récepteur 5-HT2B sont
partiellement résistantes au développement de cette hypertrophie cardiaque de méme que les
souris sauvages co-perfusées avec un antagoniste spécifique du récepteur 5-HT2B (SB
206553 ou SB 215505). Ce type d’hypertrophie cardiaque s’accompagne habituellement
d’une augmentation du taux plasmatique de certaines cytokines parmi lesquelles 1’interleukine
18 (IL-18) et le Tumor Necrosis Factor (TNF-a). Les souris KO et les souris sauvages traitées
par I’antagoniste 5-HT2B, ne montrent pas d’augmentation des taux plasmatiques de ces
cytokines a I’inverse des souris contrdles. La stimulation, par I’isoprénaline, des fibroblastes
cardiaques de souris, en culture primaire, induit la libération dans le surnageant de culture
d’IL-6 (interleukine 6), d’IL-18 et de TNF-a. A I’inverse les fibroblastes cardiaques sauvages
prétraités par un antagoniste 5-HT2B, ou de souris mutantes, sont résistants vis-a-vis de la
libération des cytokines. Enfin il a ét¢é montré que la stimulation des fibroblastes cardiaques
de souris sauvages par la sérotonine permet également la libération de ces mémes cytokines.
Ainsi, le récepteur 5-HT2B est essentiel au développement de I’hypertrophie cardiaque
induite par stimulation B-adrénergique de part son rdle sur la libération des cytokines
hypertrophiantes par les fibroblastes cardiaques (Jaffre et al., 2004). Les effets de la
stimulation du récepteur B-adrénergique couplé a une protéine Gs sont donc inhibés par le
blocage d’un autre récepteur, 5S-HT2B, couplé a une protéine Gq. Ce phénomene, appelé la
trans-inhibition, a été décrit précédemment concernant 1’inactivation du signal induit par les
récepteurs B-adrénergiques par des antagonistes des récepteurs AT1 de I’angiotensine II et
I’inhibition du signal AT1 par un antagoniste B-adrénergique (Barki-Harrington et al., 2003).
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Alors que les fonctions cardiaques de la sérotonine ne sont connues que depuis peu de
temps, ses effets vasculaires et leur implication en pathologie sont reconnus depuis plus
longtemps. De plus, certaines applications thérapeutiques ont déja été évaluées (Villalon et
al., 1997). Les implications précises du récepteur 5-HT2B dans les pathologies
cardiovasculaires sont actuellement le fait de nombreuses investigations, laissant espérer la
mise au point de nouveaux traitements, notamment dans ’hypertension artérielle pulmonaire
et la migraine.

Hvpertension artérielle pulmonaire

L’hypertension artérielle pulmonaire (HAP) est définie comme une ¢élévation
progressive de la pression artérielle pulmonaire associée a un remodelage vasculaire
irréversible. Une nouvelle classification de ’HAP a récemment été établie (Simonneau et al.,
2004). L’HAP idiopathique regroupe les cas ou la cause de la maladie n’est pas connue, tandis
que les formes secondaires sont classées selon leur étiologie : cardiopathie congénitale,
maladie thromboembolique, infection HIV, utilisation de médicaments anorexigeénes et
maladies du tissu connectif. Certaines formes familiales ont été associées a des mutations
dans le geéne de la protéine BMPR2 (bone morphogenetic protein receptor type II), ainsi que
dans le géne du transporteur de la sérotonine (De Caestecker and Meyrick, 2001; Eddahibi et
al., 2002). Plus récemment, une association génétique a été identifiée avec le récepteur 5-
HT2B (Blanpain et al., 2003). L’hypertension pulmonaire artérielle est une pathologie de
mauvais pronostic avec une mortalité a 3 ans de 50 %. Une anomalie de la production ou du
métabolisme de la sérotonine a été impliquée dans cette pathologie puisque les taux de
sérotonine plasmatiques sont ¢élevés chez les patients souffrant d’HAP (Herve et al., 1995;
Kereveur et al., 2000). L’utilisation d’anorexigénes dérivés des amphétamines, telles que la
fenfluramine ou la dexfenfluramine, a provoqué une augmentation de I’incidence de cette
pathologie, conduisant ainsi a I’arrét de son utilisation en thérapeutique. Ce composé connu
comme ¢étant un antagoniste du transporteur de la sérotonine, produit un métabolite majeur, la
norfenfluramine, récemment identifiée comme étant un agoniste 5-HT2B (Fitzgerald et al.,
2000). L’utilisation de ce type d’anorexigéne ne provoque cependant pas d’hypertension
pulmonaire dans tous les cas : il semble donc qu’il existe des facteurs de risques associés
(génétiques ou environnementaux tel que I’hypoxie).

Au niveau de la vasculature pulmonaire, une hypoxie chronique entraine une
augmentation de la pression artérielle pulmonaire résultant d’une prolifération des cellules
vasculaires. Ces changements structuraux sont semblables a ceux observés dans
I’hypertension artérielle pulmonaire primaire. Sur des poumons isolés de rats en conditions
normoxiques, ou la vasculature est précontractée, de faibles doses de sérotonine induisent une
vasodilatation dépendante des NOSs, mais si on augmente les doses de sérotonine, on observe
une vasoconstriction inhibée par un antagoniste 5S-HT2A/2C (kétansérine) ou un antagoniste
5-HT1/2 (méthiothépine). La vasodilatation, induite par la sérotonine, disparait si on place le
poumon en condition hypoxique (10 % O,). L’injection de sérotonine est capable de
potentialiser I’augmentation de la pression artérielle pulmonaire, induite par une hypoxie
aigué chez le rat, sauf si on traite les animaux par des antagonistes 5-HT1/2. Cette
potentialisation est également réduite si on traite les animaux par des antagonistes des cyclo-
oxygénases (Eddahibi et al., 1997). Cette étude montre donc la complexité des effets
vasculaires de la sérotonine en fonction des conditions d’oxygénations.
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De récents travaux ont montré que les souris invalidées pour le récepteur 5S-HT2B sont
totalement résistantes au développement d’une hypertension pulmonaire artérielle, qu’elle soit
d’origine hypoxique ou liée a I’utilisation de la dexfenfluramine. L hypertension pulmonaire
artérielle induite par I’hypoxie, associée a un traitement par la dexfenfluramine, chez la souris
se caractérise par une augmentation de la pression artérielle pulmonaire, un remodelage
vasculaire important par prolifération des cellules musculaires lisses, une augmentation de
I’activité élastase et une augmentation des taux de TGF-B (Transforming Growth Factor). Les
souris sauvages, prétraitées par un antagoniste du récepteur 5-HT2B, ainsi que les souris KO
pour ce récepteur sont totalement résistantes au développement de cette hypertension
artérielle pulmonaire (Launay et al., 2002). De plus, ces travaux ont montré que
I’hypertension artérielle pulmonaire, chez I’homme et chez la souris, s’accompagne d’une
augmentation du niveau d’expression du récepteur 5-HT2B dans la vasculature pulmonaire et
plus précisément dans les cellules musculaires lisses. De fagon remarquable, les femelles KO
semblent plus sensibles a la dexfenfluramine que les males KO (résultats non publiés). Par
ailleurs le récepteur 5-HT1B, impliqué dans la vasoconstriction des artéres pulmonaires,
semble jouer un role également prépondérant dans la physiopathologie de I’HAP puisque les
souris mutantes invalidées pour ce récepteur sont partiellement résistantes a I’HAP induite par
hypoxie (Keegan et al., 2001). De méme les souris mutantes invalidées pour le transporteur de
la sérotonine sont partiellement résistantes a ’HAP induite par 1’hypoxie (Eddahibi et al.,
2000). Il apparait donc que seules les souris mutantes pour le récepteur 5S-HT2B soient
totalement résistantes a I’HAP et que ce récepteur 5-HT2B soit le facteur limitant dans le
développement de I’HAP. Son rdle reste cependant encore controverse, puisque de récents
travaux ont montré que le taux des ARN messagers des récepteurs de la sérotonine, dont le
récepteur 5-HT2B, n’était pas modifié¢ dans les vaisseaux de patients souffrant d’hypertension
pulmonaire primaire ou secondaire, ainsi que dans les cellules musculaires lisses obtenues
chez ces mémes patients. Par contre cette étude a montré la surexpression de I’ARN messager
du transporteur de la sérotonine dans cette pathologie (Marcos et al., 2004).

Hypertension artérielle systémique

D’anciens travaux ont montré une plus grande sensibilité¢ a la sérotonine chez des
animaux hypertendus. En effet les aortes de rats hypertendus selon le modele 2K2C (deux
clips posés sur les arteres rénales permettent d’induire une hypertension artérielle) présentent
un réponse contractile a la sérotonine plus ¢€levée que celles des rats normotendus (Roson et
al., 1990). Les artéres mésentériques des rats hypertendus selon le modéle DOCA-salt (dicte
salée associée a une perfusion continue de deoxycorticosterone) sont également plus sensibles
a la sérotonine que les artéres des rats controles (Thompson and Webb, 1987). Un phénomene
similaire a été¢ observé dans le cas de la veine portale chez les rats présentant un hypertension
portale (Cummings et al., 1986).

Les travaux de S. Watts et coll. ont mis en évidence une nouvelle fonction du
récepteur 5-HT2B dans I’hypertension artérielle systémique. En utilisant des modeles
d’hypertension induite chez le rat, ces auteurs ont montré une modification de la
pharmacologie vasculaire contractile. En effet, la contractilit¢ sérotonine-dépendante est
attribuée classiquement a la stimulation du récepteur 5-HT2A exprimé sur le muscle lisse
vasculaire en absence d’hypertension (Figure 11). Mais de facon surprenante, la
pharmacologie contractile de la sérotonine devient 5-HT2B-dépendante chez les rats
hypertendus, soit par un traitement DOCA-salt, soit par 1’inhibition chronique de la synthése
de monoxyde d’azote (NO). Plus précisément, il a été décrit que I’ergonovine, un alcaloide
dérivé de I’ergot de seigle, induisait une importante contraction de I’artére mésentérique
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isolée de rats traités DOCA-salt mais quasiment pas de I’artére des animaux contrdles. Cette
contraction est protéine kinase C et calcium dépendante (Watts and Webb, 1994). Par la suite
il a été prouvé que le récepteur 5S-HT2B était responsable de cette modification de réponse
pharmacologique. De plus ce récepteur semble étre surexprimé dans les artéres mésentériques
des animaux hypertendus par rapport aux animaux contréles (Watts et al., 1996). L’étude in
vivo des rats hypertendus, selon le modéle DOCA-salt, a confirmé le role du récepteur 5-
HT2B, puisque I’administration d’un antagoniste spécifique de ce récepteur, le composé LY -
272015, a permis d’abaisser la pression artérielle systolique des animaux les plus séveérement
hypertendus. Cependant cette diminution n’est visible qu’aprés 3 semaines d’induction de
I’hypertension et 1’antagoniste du recepteur 5-HT2B est sans effet sur la phase précoce de
I’hypertension. L’utilisation de cet antagoniste chez les animaux normotendus a confirmé le
pouvoir relaxant du récepteur 5-HT2B en induisant une légere, mais significative,
augmentation de la pression artérielle. De plus, un agoniste sélectif du récepteur 5-HT2B, le
composé BW-723C86, s’est révélé étre un agent vasoconstricteur de I’artére mésentérique des
rats hypertendus mais pas des rats normotendus (Watts and Fink, 1999). Enfin il faut préciser
que cette réponse 5-HT2B dépendante n’est pas restreinte a la vasculature mésentérique
puisque 1’aorte de rats DOCA-salt présente le méme type de modifications pharmacologiques.

Il semble que la cause originale de ce changement de pharmacologie soit le traitement
par minéralocorticoides puisque ’aldostérone, utilisée seule, peut induire la surexpression du
récepteur 5-HT2B sur des cultures organotypiques d’aorte de rat. Il existe en effet des
¢léments de réponse aux minéralocorticoides dans le promoteur du géne du récepteur 5-HT2B
de rat (Foguet et al., 1992). Cependant les récentes données in vivo ont montré que le
traitement par minéralocorticoides seul n’était pas suffisant pour augmenter 1’expression du
récepteur 5S-HT2B (Banes and Watts, 2003). De plus, la surexpression du récepteur 5-HT2B
semble indépendante de 1’augmentation de la pression artérielle puisqu’elle apparait plus
précocement. Elle est peut étre au contraire la cause de I’augmentation de la pression artérielle
dans le modele DOCA-salt (Watts and Harris, 1999). En revanche, il existe dans ce modele
une distinction entre les gros vaisseaux comme 1’aorte et 1’artére mésentérique par rapport aux
artéres de résistance mésentériques qui ne sont pas sensibles aux agonistes du récepteur 5-
HT2B (Watts, 2002). Donc la fonction du récepteur 5S-HT2B dans I’hypertension artérielle est
restreinte aux gros vaisseaux.

L’utilisation d’un autre modéle d’hypertension induite par inhibition de la synthése de
NO a montré de facon similaire une plus grande sensibilité a la sérotonine. En effet le
traitement chronique par L-NAME (L-Nitro-Arginine Methyl Ester) chez le porc accentue la
diminution de flux coronaire en réponse a la sérotonine (Ito et al., 1995). Et plus récemment,
le groupe de S. Watts a montré que le récepteur 5S-HT2B est responsable de I’hypersensibilité
a la sérotonine chez les rats hypertendus par inhibition de la synthése de NO par un traitement
chronique a la L-NA (N“-Nitro-L-arginine) (Russell et al., 2002). Cette hypersensibilité
s’accompagne d’une modification de pharmacologie semblable a celle observée dans le
modele DOCA-salt ainsi que d’une augmentation de 1’expression du récepteur 5S-HT2B qui
devient le récepteur contractile. Enfin ces auteurs ont décrit une diminution de I’hypertension
chez les rats traités par un antagoniste 5-HT2B.
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Pré-éclampsie

La pré-éclampsie est une pathologie du troisieéme trimestre de la grossesse caractérisée
par une hypertension et des cedémes pouvant conduire a la mort de la mere et/ou du feetus. Sa
physiopathologie est reliée a une libération locale de sérotonine par les plaquettes sanguines
dans le circulation placentaire, accompagnée d’une dysfonction endothéliale (Bolte et al.,
2001a).

La kétansérine, un antagoniste 5-HT2A, a montré une certaine efficacité dans le
traitement de la pré-éclampsie et de 1’éclampsie (Bolte et al., 2001b). Cependant le role du
récepteur 5-HT2A n’a pas été mis en évidence de fagon certaine et en tenant compte des
données concernant le récepteur 5-HT2B dans I"hypertension (systémique et pulmonaire), on
ne peut exclure le role de ce dernier dans la physiopathologie de la pré-éclampsie.

Migraine

La migraine est un syndrome qui affecte 15 a 18 % des femmes contre seulement 6%
des hommes. Elle se caractérise par des céphalées intenses, pulsatiles, classiquement
unilatérales et s’accompagne souvent de nausées, de vomissements et de photo/phonophobie.
Brievement, I’origine de la migraine est une diminution du flux cérébral, suivi d’une
vasodilatation responsable de la céphalée. Cette vasodilatation est associée a la libération de
nombreux vasodilatateurs tel que le NO (Olesen et al., 1995) et la sérotonine (Johnson et al.,
1998) et a la stimulation des nerfs trigéminaux qui renforcerait cette vasodilatation (De Vries
et al., 1999).

Les récepteurs de la sérotonine sont depuis longtemps impliqués dans la migraine
(Parsons, 1991). De nombreuses études ont montré ’efficacité clinique des agonistes 5-
HT1B/1D, tels que le sumatriptan, dans le traitement aigu de la migraine (Ferrari, 2003;
Humphrey and Feniuk, 1991). Les triptans agissent en produisant une vasoconstriction de la
vasculature cérébrale et agissent également sur les ganglions trigéminaux (Hou et al., 2001) et
sur le phénomene d’extravasation (Moskowitz, 1992). L’ergotamine, la dihydroergotamine, le
methysergide et son métabolite methylergonovine sont des antagonistes 5-HT1 possédant
¢galement une forte affinité pour les récepteurs 5S-HT2 (Kursar et al., 1992; Newton et al.,
1996; Schmuck et al., 1996) et sont connus pour leurs propriétés de prévention de la migraine
en agissant sur les récepteurs 5-HT2B ou 5-HT2C (Kalkman, 1994). Les récepteurs 5-HT2B
et 5-HT2C ont été mis en évidence dans les cellules endothéliales des vaisseaux méningés et
le récepteur 5-HT2B induit la relaxation des vaisseaux cérébraux par la synthése de NO
(Schmuck et al., 1996). De plus le blocage du récepteur 5-HT2B permet d’inhiber
I’extravasation plasmatique induite par le m-CPP chez le cochon d’Inde (Johnson et al.,
2003). Les études in vitro sur les cellules 1C11 ont montré la capacité du récepteur 5-HT2B a
activer la synthése de NO (Manivet et al., 2000). Ces études laissent donc a penser que la
synthése de NO par le récepteur 5-HT2B jouerait un rdle dans la physiopathologie de la
migraine. Plus récemment, il a ét¢ montré que la dihydroergotamine (DHE) et son métabolite
la 8-OH-DHE sont des agonistes des récepteurs 5-HT2B et 5-HT2C, permettant la synthése
de GMP cyclique et d’inositol-triphosphate. A I’inverse des triptans qui sont utilisés dans le
traitement aigu de la migraine, la DHE a prouvé son efficacité dans le traitement chronique et
la prévention des crises de migraine. Par ailleurs son métabolite, la 8-OH-DHE, induit une
désensibilisation plus longue du récepteur 5-HT2B que celle du récepteur 5-HT2C. On peut
donc supposer que I’inactivation a long terme du récepteur 5-HT2B serait impliquée dans la
prévention chronique de la migraine (Schaerlinger et al., 2003).
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NB : nous nous limiterons dans ce chapitre aux fonctions cardiovasculaires des hormones ovariennes tout en
sachant que leurs actions sont beaucoup plus nombreuses et diversifiées.

L’incidence des maladies cardiovasculaires différe significativement entre les hommes
et les femmes en raison plus particulierement de la différence de facteurs de risque et de taux
hormonal dans ces deux populations (Barrett-Connor, 1997). Alors que les femmes avant la
ménopause n’ont qu’une faible incidence de pathologies cardiovasculaires (athérosclérose,
maladies coronaires, hypertension) par rapport aux hommes, cette incidence et les taux de
mortalité apres la ménopause deviennent semblables entre les hommes et les femmes (Adams
et al., 1999; Furman, 1968). Alors que les hommes présentent a 1’état de base des valeurs de
pression artérielle plus élevées que les femmes, a 1’inverse, aprés la ménopause, les femmes
présentent une pression artérielle plus élevée que les hommes du méme age. Cependant a cet
age, la pathologie vasculaire est souvent compliquée par I’obésité et le diabéte de type II qui
sont indépendamment responsables de 1’augmentation des valeurs de pression artérielle
(August and Oparil, 1999; Stamler et al., 1976).

Mais le réle des hormones ovariennes comme facteur de protection cardiovasculaire
n’est pas parfaitement établi puisque, par exemple, I’hypertrophie cardiaque n’est pas plus
sévere chez les hommes que chez les femmes (Dimitrow et al., 1998). De plus, 1’utilisation de
I’hormonothérapie substitutive a été récemment remise en cause par deux études [I’étude
HERS : Heart and Oestrogen-progestin Replacement Study (Hulley et al., 1998) et I’étude
WHI : Women’s Health Initiative (Rossouw et al., 2002)] montrant une augmentation du
risque thromboembolique et des risques d’infarctus du myocarde et d’accidents vasculaires
cérébraux, ainsi que d’autres risques non cardiovasculaires (cancer) chez des femmes
ménopausées ayant utilisé des oestrogenes de substitution.

Néanmoins les études in vitro et in vivo sont nombreuses a démontrer les effets
bénéfiques des hormones ovariennes et principalement des oestrogénes.

4.1. Modé¢les animaux présentant des différences selon le
genre

De méme qu’en pathologie humaine, certains modeles animaux de pathologies
cardiovasculaires présentent une sévérité variable en fonction du genre et, le plus souvent, les
femelles sont favorablement protégées [pour revue (Leinwand, 2003)].

Les souris mutantes invalidées pour le récepteur 5-HT2B présentent une
cardiomyopathie dilatée plus séveére chez les males que chez les femelles (Nebigil et al.,
2001b). Les souris mutantes sur-exprimant le TNF-o (Tumor Necrosis Factor alpha) dans le
cceur présentent également une cardiomyopathie dilatée avec le méme type de différence en
fonction du genre (Kadokami et al., 2000).
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Cependant la plupart des modeles murins présentant une différence de genre en faveur
des femelles sont des mod¢les de cardiopathie hypertrophique : les souris KO pour la protéine
FKBP12.6 intervenant dans le libération du calcium a partir du réticulum sarcoplasmique (Xin
et al., 2002), les souris transgéniques sur-exprimant le phospholamban, une protéine
¢galement impliquée dans le signal calcique des cardiomyocytes (Haghighi et al., 2001), les
souris hétérozygotes pour la protéine de structure o-MHC (myosin heavy chain) (Berul et al.,
1998; Geisterfer-Lowrance et al., 1996) ou ayant une mutation ponctuelle dans le géne de la
protéine a-MHC (Olsson et al., 2001) et les souris KO pour le récepteur de I’ANP (atrial
natriuretic peptide) dont 1’hypertrophie est la conséquence d’une hypertension sévere (Oliver
et al., 1997). Dans la plupart de ces modeles murins d’hypertrophie cardiaque, les males
décompensent en développant une cardiomyopathie dilatée caractérisée par une anomalie de
la fonction systolique et, le plus souvent, les femelles sont protégées vis-a-vis de la
décompensation et gardent une fonction systolique normale plus longtemps. Enfin, le mod¢le
de souris KO pour les PPARa (peroxisome proliferator-activated receptor a)) se caractérise
par une accumulation de lipides dans le cceur et le foie limitant la survie des males plus que
celle des femelles (Djouadi et al., 1998).

Dans certains cas particuliers, la différence de genre peut étre due a une mutation dans
un gene localisé sur le chromosome X comme c’est le cas pour le geéne de la dystrophine
(Towbin, 1998). Mais en général, les différences de phénotype cardiovasculaires entre les
males et les femelles sont supposées provenir de leur statut hormonal différent et I’hypothese
la plus souvent formulée est la protection cardiovasculaire par les hormones ovariennes chez
les femelles. Les oestrogénes, étant les principales hormones libérées par les ovaires, sont
devenus les candidats privilégiés pour expliquer cette protection.

Cependant une étude récente a montré que la plus grande sévérité pour la cardiopathie
hypertrophique des souris mutantes males pour la guanylate cyclase A, par rapport aux
femelles mutantes, était causée par la testostérone, principale hormone male (Li et al., 2004).
Le méme type d’observation a ¢été fait chez les souris transgéniques sur-exprimant les
récepteurs B-adrénergiques dans le coeur et souffrant également d’une cardiopathie
hypertrophique (Gao et al., 2003).

A Dopposé, les souris transgéniques sur-exprimant le récepteur alg-adrénergique
présentent une cardiomyopathie dilatée sévere conduisant a la mort précoce des animaux avec
une plus grande prévalence de I’insuffisance cardiaque chez les femelles par rapport aux
males (Lemire et al., 2001).

L’utilisation des animaux transgéniques ciblant des protéines impliquées dans la
régulation des fonctions cardiovasculaires donnent des phénotypes trés variables par rapport
au genre des animaux et ne permettent donc pas de conclure a I’action exclusive des
hormones ovariennes comme facteur de protection cardiovasculaire. Les études faisant appel
a ’ovariectomie (ablation chirurgicale des ovaires) des femelles sont sans doute plus proches
de la physiologie concernant les modifications hormonales induites par la ménopause.
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4.2. Effets de I’ovariectomie

Une étude récente chez la femme a montré qu’une ovariectomie chirurgicale entraine
une augmentation de la pression artérielle et des résistances périphériques (Mercuro et al.,
2004).

Mais la plupart des trés nombreuses études sur les effets de 1’ovariectomie sont réalisées
chez le rat. L’ovariectomie des rats femelles induit une 1égére augmentation de la masse du
ventricule gauche sans modification de la pression artérielle. Cependant la pression
différentielle (pulse pressure: différence entre la pression systolique et la pression
diastolique), les résistances périphériques et la fréquence cardiaque augmentent de fagon
significative chez les femelles ovariectomisées par rapport aux femelles contrdles. De plus le
volume d’éjection systolique et le débit cardiaque sont légerement diminués (Lam et al.,
2002). L’ovariectomie aggrave I’hypertension artérielle dans le modele DOCA-salt, en raison
d’une réponse vasculaire anormale a I’endothéline par ses récepteurs ETg (David et al., 2001).
De méme chez le rat SHR, spontanément hypertendu, et également sous diéte salée,
I’ovariectomie induit une ¢élévation plus sévere de la pression artérielle (Fang et al., 2001). Par
ailleurs I’hypertrophie ventriculaire droite, provoquée par la monocrotaline, est aggravée par
I’ovariectomie. Elle s’accompagne d’une augmentation d’expression de la rénine ainsi que
d’autres protéines du systéme rénine-angiotensine (tel que l’angiotensinogen) (Ahn et al.,
2003). Il a également été montré que chez les rats ovariectomisés, il existait une plus grande
sensibilité au calcium dans les myofilaments cardiaques et cette différence de réponse serait
induite par la régulation de certaines protéines de ces myofilaments, telle que la troponine I
(Wattanapermpool and Reiser, 1999).

De nombreux autres exemples de I’effet de ovariectomie et de différence selon le genre
sont décrits dans la littérature (Hayward et al., 2000). Mais, de méme que pour les souris
transgéniques, les études chez les rats donnent des conclusions contradictoires concernant les
effets des hormones sexuelles puisque dans certains cas d’hypertension, I’ovariectomie est
sans effet sur les valeurs de pression artérielle tandis que la castration des males permet
d’améliorer ces valeurs. Donc, lorsque I’on parle de régulation des fonctions cardiovasculaires
par les hormones sexuelles, il faut prendre en compte les effets, non seulement des
oestrogenes, mais aussi de la progestérone et de la testostérone, dont on sait maintenant
qu’elles jouent un réle important dans le systéme cardiovasculaire. Pour revue : (Dubey et al.,
2002). (Figure 13)
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Figure 13 : Représentation schématique des différents mécanismes par
lesquels I’estradiol et la testostérone sont associés a I’induction

ou a la prévention de ’hypertension artérielle.
D’apres (Dubey et al., 2002)
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4.3. Les Oestrogenes : Facteur de Protection Cardiovasculaire

pour revue: (Mendelsohn, 2000a; Mendelsohn, 2000b; Mendelsohn and Karas, 1999)

L’effet délétere de I’ovariectomie chez des rats spontanément hypertendus peut étre
corrigé par une hormonothérapie substitutive si les oestrogénes sont administrés avant le
développement de I’hypertension mais le traitement hormonal est sans effet sur la progression
de la pathologie si il n’est instauré qu’aprés la ménopause physiologique (Sharkey et al.,
1999). Néanmoins, 1’effet protecteur des oestrogénes chez les animaux ovariectomisés a été
décrit dans un grand nombre de modeles animaux d’hypertension artérielle ou d’hypertrophie
cardiaque (Ahn et al., 2003; Lam et al., 2002; Mercuro et al., 2004).

Chez I’homme, de nombreuses études ont montré 1’influence bénéfique, dans la maladie
coronaire, de I’hormonothérapie substitutive sur le taux de cholestérol, sur la résistance a
I’insuline et la tolérance au glucose (Bailey and Ahmed-Sorour, 1980; Godsland et al., 1987).
Cependant, les effets bénéfiques sur le métabolisme lipidique ne permettent d’expliquer que
30% des cas d’amélioration des fonctions cardiovasculaires des femmes utilisant des
oestrogenes apres la ménopause (Bush et al., 1987; Grady et al., 1992). Les données récentes
de la littérature suggerent que I’action des cestrogenes sur la vasculature pourrait bien étre la
raison majeure de leurs effets bénéfiques chez les femmes, en augmentant la capacité¢ de
vasodilatation, en inhibant la réponse sur un vaisseau endommagé et en inhibant le
développement de 1’athérosclérose (Farhat et al., 1996; Mendelsohn and Karas, 1994).

A ce jour, deux principaux récepteurs des cestrogénes ont été identifiés, ERa et ERp.
Tous deux appartiennent a la superfamille des récepteurs nucléaires des hormones stéroides
(Kuiper et al., 1996; Walter et al., 1985). Ces deux récepteurs présentent une grande
homologie de séquence et sont, comme les autres récepteurs aux stéroides, des facteurs de
transcription capable de réguler 1’expression de genes cibles (Brown, 1994; Shibata et al.,
1997).

Les données de la littérature nous montrent que le systéme cardiovasculaire est une
cible privilégiée pour les cestrogénes au méme titre que les organes reproducteurs ou les
glandes mammaires. Les cellules endothéliales et musculaires lisses vasculaires lient les
cestrogénes avec une haute affinité et les récepteurs ERa et ER[ ont été identifiés dans ces
deux sous-types cellulaires ainsi qu’au niveau des cardiomyocytes chez I’homme et la femme
(Grohe et al., 1997; Karas et al., 1994; Iafrati et al., 1997). Cependant il existe des différences
de distribution en fonction du genre puisque le récepteur ERP est majoritairement exprimé
dans les arteres des femmes, alors que celles des hommes expriment en quantité équivalente
les récepteurs ERa et ER3 (Hodges et al., 2000).

La génération de souris invalidées pour les récepteurs aux oestrogenes a permis de
mettre en évidence les fonctions des récepteurs ERo sur I’inhibition de 1’athérosclérose
(Adam et al., 2002), I’expression et I’activation des NOS endothéliales et inductibles (Muller-
Delp et al., 2003 ; Liang et al., 2003 ; Darblade et al., 2002). Les récepteurs ER} semblent
étre impliqués dans la régulation de la pression artérielle (Zhu et al., 2002)
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Les effets non génomiques rapides

La mise en évidence, depuis quelques années, d’effets treés rapides des cestrogenes,
apparaissant en moins d’une heure, indiquent que les récepteurs aux cestrogénes ne sont pas
uniquement des facteurs de transcription et peuvent participer a des voies de signalisation plus
rapides comme I’activation des MAPK (Wade et al., 2001) et I’activation des Nitric Oxide
Synthases (NOSs) (Chen et al., 1999). Les cestrogénes provoquent une vasodilatation a court
terme (5 a 30 minutes) par des voies endothélium-dépendantes et -indépendantes. A des
concentrations supra physiologiques, les cestrogénes inhibent 1’entrée de calcium
extracellulaire dans les cellules du muscle lisse par un effet sur la membrane ou sur les canaux
calciques de type-L (Freay et al., 1997; Jiang et al., 1991). Cependant il s’agit probablement
d’artefacts pharmacologiques. A des concentrations physiologiques, les cestrogénes stimulent
I’ouverture des canaux potassiques calcium-dépendant grace a I’activation de la voie de
signalisation NO/GMP cyclique et donc induisent une relaxation du muscle lisse et une
vasodilatation. Dans les cellules endothéliales en culture, des concentrations physiologiques
en cestrogenes provoquent une formation rapide de NO sans modifier le profil d’expression de
ces cellules (Caulin-Glaser et al., 1997; Lantin-Hermoso et al., 1997). Actuellement on ne sait
pas si cet effet est provoqué par les récepteurs ERa ou ER présents dans le cytoplasme ou
bien si les cestrogénes sont capables d’activer un récepteur dans la membrane plasmique qui
serait ERa ou ERP ou un nouveau sous-type de récepteur aux cestrogeénes (Nadal et al., 2001;
Pappas et al., 1995).

L’hypothése du récepteur ERa activant les NOSs semble la plus probable a ce jour,
peut-étre en utilisant une voie de signalisation intermédiaire telle que ’activation par des
tyrosine kinases (Src) ou des MAP kinases (mitogen-activated protein kinase) (Chen et al.,
1999; Collins and Webb, 1999; Migliaccio et al., 1996). Certains auteurs ont é¢galement
proposé I’interaction avec un intermédiaire protéique tel que Hsp90 qui est aussi capable de
lier et d’activer les NOSs (Garcia-Cardena et al., 1998). De récents travaux indiquent que
I’activation des NOSs endothéliales (eNOS) par les cestrogenes et le récepteur ERa utiliserait
la voie phosphatidylinositol-3-kinase-Akt (Dimmeler et al., 1999; Fulton et al., 1999; Haynes
et al., 2000) (Figure 14). La mise en évidence d’une interaction directe entre la protéine p85
(de la voie PI3-kinase-Akt) et ERa suggére que les récepteurs aux cestrogeénes seraient liés a
la membrane plasmique par I'intermédiaire de protéines adaptatrices, cette interaction étant
compatible avec I’absence de motifs structuraux des récepteurs aux cestrogeénes permettant
leur insertion dans la membrane plasmique (Simoncini et al., 2003).

D’autres auteurs ont montré la localisation d’un complexe ERa-eNOS dans les
cavéoles des cellules endothéliales pulmonaires (Chambliss et al., 2000) ou le 173-cestradiol
est capable d’induire une activation calcium-dépendante des eNOSs. Il semble que le
récepteur aux oestrogenes pourrait €tre transporté du noyau vers la membrane plasmique et
plus précisément vers les cavéoles aprés stimulation (Razandi et al., 2002). Il apparait clair
maintenant que ces récepteurs peuvent induire I’activation des NOS endothéliales et que cette
activation dépend des cavéoles et de la cavéoline qui les composent (Figure 14) [pour revue
(Zhu and Smart, 2003)].

Les conclusions de ces études in vitro sont confortées par les observations faites in
vivo. En effet, les cestrogénes sont capables d’induire une vasodilatation coronaire rapide chez
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les primates (Williams et al., 1992) et d’autres animaux (Sudhir et al., 1997). Ces hormones
provoquent également une dilatation des coronaires et des artéres branchiales chez les femmes
aprés la ménopause (Guetta et al., 1997; Reis, 1994). Tous ces effets sont largement reliés a
une 1’augmentation de la synthese de NO.

Cependant le doute subsiste quant au role des récepteurs aux oestrogenes puisque
I’incubation avec de 1’cestradiol a court terme d’anneaux d’artére coronaire de porc permet de
réduire significativement la contraction du vaisseau en réponse a des agents vasoconstricteurs
classiques (endothéline-1, 5-HT) mais ce phénoméne n’est pas bloqué par I'utilisation des
antagonistes non sélectifs des récepteurs aux cestrogénes (tamoxifen et ICI 182,780) (Teoh et
al., 2000).

Les effets a long terme

La voie classiquement décrite de signalisation des récepteurs aux cestrogenes est
I’entrée des cestrogeénes hydrophobes dans la cellule par simple diffusion membranaire, leur
liaison au récepteur induisant sa translocation dans le noyau pour interagir avec des séquences
spécifiques de ’ADN appelées ¢léments de réponse aux cestrogenes. Ce mécanisme de
transduction du signal nécessite plusieurs heures et on parle d’effet génomique (Enmark and
Gustafsson, 1999). Les cestrogenes d’origine endogeéne ou exogene sont capables de réduire
I’expression des NOSs inductibles (iNOS) dans 1’aorte de rat ovariectomis¢ (Tamura et al.,
2000). Ils induisent également la synthése d’un autre vasodilatateur, la prostacycline, en
augmentant la transcription de la cyclo-oxygénase (Jun et al., 1998). Mais les cestrogenes sont
aussi actifs a long terme sur la croissance des cellules endothéliales et permettent une
accélération de la régénération de I’endothélium apres une atteinte vasculaire en augmentant
I’expression locale de VEGF (vascular endothelial growth factor) (Krasinski et al., 1997).
Cette action endothéliale participe a I’inhibition de la prolifération des cellules du muscle lisse
en augmentant la bio-disponibilit¢ du NO, mais les cestrogenes sont également capables
d’inhiber par un effet direct la prolifération des cellules du muscle lisse (Sullivan et al., 1995).
Par ailleurs, ces hormones sont des facteurs de prévention de 1’athérosclérose (Nathan and
Chaudhuri, 1997). Les oestrogénes pourraient aussi protéger contre 1’hypertension dans le
modele de rats SHR (Spontaneously hypertensive rat) en inhibant certains agents
vasoconstricteurs tels que les prostaglandines (PGH,, PGF>) et les radicaux libres oxygénés
(0y) (Dantas et al., 1999). 1l existe ¢galement de nombreuses évidences que les effets
déléteres de la ménopause soient liés a une augmentation de 1’activité des cytokines pro-
inflammatoires IL-6, IL-1 et TNF-a et les oestrogeénes agiraient aussi sur d’autres partenaires
de I'inflammation en augmentant le TGF-B et en régulant la synthése des prostaglandines
entre autres (Pfeilschifter et al., 2002).

Ainsi les effets des cestrogénes sur la vasculature et la régulation de la pression

artérielle sont actuellement bien décrits, cependant leurs effets sur le muscle cardiaque restent
encore obscurs.
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Bien que les récepteurs aux cestrogénes ERa et ERP soient exprimés au niveau des
cardiomyocytes et des fibroblastes cardiaques (Grohe et al., 1997), leur role est encore peu
connu. Le récepteur ER3 semble jouer un role in vivo puisque les souris invalidées pour ce
récepteur présentent un phénotype cardiaque particulier. En effet, les males KO- ER3 ont un
cceur de taille réduite par rapport a leurs homologues sauvages et présentent une hyper-
contractilité ainsi qu’une augmentation de la fraction d’¢jection systolique (Mendelsohn,
2000a). Le role cardioprotecteur des hormones sexuelles féminines a été prouvé dans une
cardiomyopathie hypertrophique par I’effet anti-hypertrophique des cestrogeénes (van Eickels
et al., 2001; Xin et al., 2002). Cependant le mécanisme cardioprotecteur des cestrogénes sur
les cardiomyopathies dilatées reste a ce jour non €lucidé.

Les études sur des cardiomyocytes en culture ont montré que les oestrogenes
préviennent I’apoptose (Pelzer et al., 2000), augmente la synthése de NO (Node et al., 1997),
régule la synthése de I’endothéline et de ses récepteurs entre autres (Node et al., 1997). De
plus les hormones ovariennes influencent la prolifération des fibroblastes cardiaques et les
dépots de matrice extracellulaire (Dubey et al., 1998). Il a ét¢é montré qu’il existe une
différence de genre concernant I’activation de Akt dans le cceur. Cette kinase, notamment
impliquée dans la survie des cardiomyocytes, est plus fortement exprimée et activée chez les
femmes pré-ménopausées par rapport aux hommes et aux femmes ménopausées. De plus
I’activation de Akt est augmentée dans des cultures de cardiomyocytes par I’estradiol et chez
de jeunes souris pré-puberes ayant consommé des phytoestrogénes (Camper-Kirby et al.,
2001). Aucune interaction n’a été décrite entre les fonctions des oestrogenes dans le cceur et
celle du récepteur 5S-HT2B.

On sait que 1’action vasodilatatrice, dépendante de I’endothélium, par la sérotonine sur
la vasculature coronaire de rat est plus importante chez les femelles que les males et qu’elle
est régulée par les cestrogénes (Moyses et al., 2001). Dans cette étude I’influence des
cestrogénes sur la vasodilatation coronaire induite par la sérotonine semble conduire a
I’augmentation du nombre de récepteurs fonctionnels ou de leur couplage puisque seul 1’effet
maximal est altéré sans modification de I’affinité du récepteur. Mais a 1’opposé, une étude de
la relaxation endothélium dépendante de I’artére coronaire de porc n’a pas montré de
différence de genre (Cox and Cohen, 1997). D’autres expériences chez le lapin ont montré
une hyperréactivité de I’aorte et surtout des coronaires concernant la contraction induite par la
sérotonine chez des animaux ovariectomisés. Cette hypersensibilité s’accompagne d’une
réduction de production de NO et disparait si on réintroduit le 178-cestradiol (Ma et al., 1998).
Ces résultats montrent que les cestrogenes régulent la synthése de NO par la sérotonine dans la
vasculature.

Des études de contractilité en réponse a la sérotonine sur I’artére carotide de souris
montrent une contractilité plus importante chez les males par rapport aux femelles sauvages
mais [’augmentation de la contractilit¢ induite par la sérotonine chez les souris knock-out
pour la NOS endothéliale est plus importante chez les femelles par rapport aux males
(Lamping and Faraci, 2001). La contractilit¢ induite par d’autres vasoconstricteurs tel qu’un
analogue du thromboxane A2, ne présentant pas de différence entre les males et les femelles,
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et ceci quelque soit le génotype des souris, laisse a supposer que la différence de genre est
spécifique de la sérotonine. Cette étude confirme par ailleurs le role des NOSs endothéliales
comme déterminant majeur des effets de la sérotonine sur la vasculature.

Il existe dans la littérature d’autres exemples laissant supposer des interactions entre
les hormones ovariennes et les fonctions de la sérotonine. Le récepteur 5S-HT1B est impliqué
dans les comportements alimentaires, entre autres, et les souris mutantes invalidées pour ce
récepteur se caractérisent par une prise de poids plus importante chez les méales que chez les
femelles, due a une consommation en nourriture et en eau plus élevée. Mais il s’agirait en fait
d’un effet indirect du récepteur 5-HT2C (Bouwknecht et al., 2001). De plus, les oestrogenes
inhibent de fagon allostérique le transport de la sérotonine in vitro. 1l s’agit d’un effet non
génomique qui pourrait avoir son importance dans la physiopathologie de la dépression
(Chang and Chang, 1999). Au niveau central, les hormones ovariennes régulent 1’expression
du récepteur 5-HT2A (Cyr et al., 1998), du récepteur 5-HT1A (Osterlund and Hurd, 1998) et
du transporteur de la sérotonine (Hayward et al., 2000). Chez le rat, la castration des males et
des femelles permet de modifier 1’expression au niveau central des récepteurs 5-HT2A et du
transporteur de la sérotonine. Donc les effets de la testostérone et des oestrogénes sont assez
similaires au niveau central (Fink et al., 1999). Enfin, 1’hormonothérapie substitutive
augmente les taux urinaires du métabolite principal de la sérotonine, le 5-HIAA (5-
hydroxyindole acetic acid) chez la femme ménopausée, probablement en agissant sur la
monoamine oxydase, ’enzyme de dégradation de la sérotonine (Figure 1) (Lippert et al.,
1996).

Il existe donc probablement plusieurs connections entre les fonctions des hormones
sexuelles et les fonctions de la sérotonine tant au niveau central que périphérique et plus
particuliérement au niveau cardiovasculaire.
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Ce chapitre est largement inspiré de (Rang et al., 2003b)

5.1. Le systeme vasculaire

La paroi des artéres, des artérioles, des veinules et des veines contient du muscle lisse
dont 1’état contractile est contrdlé par différents médiateurs libérés localement, a partir des
terminaisons nerveuses sympathiques et des cellules endothéliales, et par des hormones
circulantes. Les artérioles et les petites artéres musculaires sont les vaisseaux de résistance de
la circulation. En terme de fonction cardiaque, les artéres et les artérioles régulent la post-
charge tandis que les veines et les vaisseaux pulmonaires régulent la pré-charge des
ventricules. Les propriétés viscoélastiques des grandes arteéres de conductance telle que I’aorte
déterminent la compliance artérielle, c'est-a-dire la capacité d’augmentation du volume du
systeme artériel en réponse a une augmentation de la pression artérielle. Cette propriété a
toute son importance dans un systéme circulatoire impliquant une pompe a flux intermittent
comme le cceur plutot qu’un flux continu. La majorité de la force induite par le sang ¢jecté du
ventricule est réduite dans un premier temps par la distension du systéme artériel qui absorbe
les pulsations du débit cardiaque, permettant ainsi d’avoir un flux relativement constant vers
les tissus périphériques. Plus grande est la compliance vasculaire, meilleure sera la réduction
des fluctuations du flux sanguin et plus petites seront les oscillations de pression artérielle a
chaque battement cardiaque. Ces oscillations correspondent a la différence entre la pression
artérielle systolique et la pression artérielle diastolique. Cette valeur est appelée la pression
différentielle ou pression pulsée (PP). Ce paramétre reléve d’une importance particuliere
puisque le travail du ceoeur peut étre réduit simplement en augmentant la compliance artérielle
et sans méme la moindre modification de débit cardiaque ou de pression artérielle moyenne. Il
existe d’ailleurs aujourd’hui de nombreuses évidences que 1’augmentation de la pression
pulsée est un facteur de risque cardiovasculaire indépendant. L’utilisation de médicaments
agissant sur la compliance artérielle, donc sur les artéres musculaires, sera préférée dans le
traitement de I’insuffisance cardiaque et de 1’angor tandis que les médicaments agissant sur
les résistances périphériques totales, au niveau des artérioles, trouveront plutot une application
dans le traitement de I’hypertension artérielle et de 1’état de choc.

5.2. La régulation du tonus vasculaire

Classiquement, le tonus vasculaire et donc la pression artérielle sont controlés par
différents systemes dont nous donnerons une introduction succincte.

Le Ca”" entre dans la cellule par des canaux voltage-dépendants qui s’ouvrent lorsque la
cellule subit une dépolarisation de sa membrane ou par des canaux récepteurs-dépendants. De
plus I’ouverture des canaux voltage-dépendants est régulée en partie par des seconds
messagers produits en réponse a la stimulation de récepteurs par leurs agonistes. La sortie du
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Ca®™™ s’effectue grice a une Na'/Ca’"-ATPase permettant un échange entre Na* et Ca®". Le
réticulum sarcoplasmique est le principal stock de Ca*" intracellulaire. La libération de ces
stocks passe par la fixation d’IP3 au niveau des récepteurs de type ryanodine. L’IP3 provient
de I’activation de la phospholipase C en réponse a la stimulation de certains RCPGs.

Dans le muscle lisse, le complexe Ca*"-calmoduline régule la MLCK (Myosin-Light-
Chain Kinase) qui phosphoryle les chaines légeéres de myosine permettant ainsi 1’interaction
entre les filaments de myosine et d’actine et donc la contraction. La relaxation est en général
le fait d’une diminution de la concentration de Ca®" intracellulaire conduisant a la
déphosphorylation des chaines légeres de myosine par la myosine phosphatase. De nombreux
vasodilatateurs agissent sur les niveaux d’AMP cyclique et de GMP cyclique qui activent
respectivement la protéine kinase A (PKA) et la protéine kinase G (PKG). La PKA
phosphoryle et donc inactive la MLCK tandis que la PKG permet la séquestration du Ca*"
intracellulaire.

L’endothélium n’est pas seulement une barricre passive entre la circulation sanguine et
les tissus sous-jacents mais également une source importante de médiateurs chimiques. Ces
médiateurs contrdlent la contractilité du muscle lisse vasculaire et influencent les fonctions
des plaquettes et des cellules mononucléaires sanguines.

La prostacycline (PGI,), découverte en 1976 par Bunting, Gryglewski, Moncada et
Vane (Bunting et al., 1976), induit la relaxation du muscle lisse vasculaire et inhibe
I’aggregation plaquettaire. L’endothélium des micro-vaisseaux synthétise également de la
prostaglandine E2 qui, en plus de son effet vasodilatateur, inhibe la libération de
noradrénaline au niveau des terminaisons nerveuses sympathiques, mais ne posséde pas 1’effet
inhibiteur sur I’agrégation plaquettaire de la PGIl,. Les intermédiaires endoperoxides des
prostaglandines, produits par les cellules endothéliales, agissent sur les récepteurs du
thromboxane A2 produisant ainsi des effets opposés a ceux de la prostacycline. La découverte
en 1980 du facteur de relaxation endothéliale = endothelium-derived relaxing factor (EDRF)
par Furchgott et Zawadzki (Furchgott and Zawadzki, 1980) et son identification en 1988
comme étant du monoxyde d’azote (NO) par Moncada (Moncada et al., 1988) et Ignarro
(Ignarro et al., 1988) a considérablement amélioré notre compréhension du role de
I’endothélium. Un autre agent vasodilatateur libéré par 1’endothelium, ’EDHF (endothelium-
derived hyperpolarizing factor), agirait sur les canaux potassiques calcium-dépendants des
cellules musculaires lisses pour induire la relaxation (Triggle et al., 2003).

L’endothélium sécréte également des peptides vasoactifs tel que le peptide
natriurétique de type C (CNP) possédant des propriétés vasodilatatrices, 1’adrenomédulline
¢galement vasodilatatrice et 1’endothéline possédant a ['opposé des propriétés
vasoconstrictrices.

Enfin la membrane des cellules endothéliales contient un certain nombre d’enzymes et
de transporteurs agissant sur des hormones circulantes et représentant d’importantes cibles
thérapeutiques. L’enzyme de conversion de I’angiotensine est une de ces cibles et permet la
libération par I’endothélium d’angiotensine Il possédant des propriétés vasoconstrictrices.
L’endothéline 1 serait produite en continu par I’endothélium vasculaire des vaisseaux de
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résistance permettant de maintenir en continu une contractilit¢ de base en agissant sur les
récepteurs ET-A vasoconstricteurs les cellules musculaires lisses.

Chez I’homme, le statut de I’endothélium est un important marqueur de
I’athérosclérose puisque la diminution de la quantit¢ de NO libérée définie la dysfonction
endothéliale conduisant en général au développement de pathologies cardiovasculaires dont
I’athérosclérose et 1’hypertension, et a I’augmentation de la morbidité et de la mortalité
(Triggle et al., 2003).

Le systéme rénine-angiotensine agit en synergie avec le systéme nerveux sympathique
et stimule la sécrétion d’aldostérone qui joue un role central dans le controle de 1’excrétion du
sodium et du tonus vasculaire. La rénine est une enzyme protéolytique libérée dans la
circulation sanguine a partir des cellules de I’appareil juxta-glomérulaire rénal. La sécrétion
de rénine peut étre induite de fagon physiologique par une chute de la concentration
plasmatique de sodium et par une diminution de la pression de perfusion rénale. Par ailleurs,
I’activation du systéme nerveux sympathique rénal, les agonistes B adrénergiques et la
prostacycline peuvent induire la sécrétion de rénine tandis que I’angiotensine II exerce un
rétrocontrole négatif sur cette sécrétion. L’ ANP (atrial natriuretic peptide) inhibe également
la libération de rénine. L’effet du NO sur la libération de rénine reste controversé ; le
monoxyde d’azote serait tantdt un inhibiteur, tant6t un activateur, de la libération de rénine.
La rénine a une demi-vie plasmatique courte et elle libére un décapeptide par protéolyse de
I’angiotensinogen circulant (synthétisé par le foie) dans sa partie N-terminale, donnant ainsi
naissance a I’angiotensine I.

L’angiotensine I ne posséde pas d’activité par elle-méme, mais se trouve rapidement
convertie par l’enzyme de conversion de I’angiotensine (ECA) en un octapeptide,
I’angiotensine II, un puissant vasoconstricteur. L’ECA est liée a la membrane plasmique des
cellules endothéliales, particulierement abondante dans les vaisseaux pulmonaire, mais aussi
exprimée dans les systémes vasculaires du cceur, du cerveau, du muscle stri¢ et du rein. En
conséquence 1’angiotensine II formée in situ peut controler localement le tonus vasculaire de
différents lits vasculaires. De plus I’ECA inactive la bradykinine et d’autres peptides
vasodilatateurs. La plupart des effets de I’angiotensine II résultent de sa fixation au récepteur
AT-1, un récepteur couplé¢ aux protéines G dont les effets sont: une vasoconstriction
particulierement marquée au niveau rénal, la libération de noradrénaline augmentant la
vasoconstriction existante, la réabsorption de sodium, la sécrétion d’aldostérone, la croissance
cellulaire dans le cceur et la paroi vasculaire utilisant la méme voie de signalisation que les
cytokines (phosphorylation de tyrosine, voie Jak/Stat) (Marrero et al., 1995). Le récepteur
AT2 de I’angiotensine II semble agir en inhibant la croissance cellulaire et en diminuant la
pression artérielle, s’opposant ainsi aux effets des récepteurs ATI.

Ainsi, le systéme rénine-angiotensine joue un réle important dans la physiopathologie
de Dinsuffisance cardiaque, ayant donné lieu au développement de grandes classes
thérapeutiques avec les inhibiteurs de ’ECA et les antagonistes des récepteurs ATI
principalement.
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5.3. Hypertension artérielle systémique

L’hypertension artérielle systémique est une pathologie fréquente, qui, si elle n’est pas
traitée, peut conduire au développement de complications telles que la thrombose coronaire,
I’attaque cérébrale ou I’insuffisance rénale. Jusqu’en 1950, il n’existait pas de traitement
efficace de I’hypertension artérielle et I'utilisation des médicaments anti-hypertenseurs a
considérablement augmenté I’espérance de vie des patients hypertendus. A 1’exception des
causes connues d’hypertension pouvant étre traitées par la chirurgie, telle que le
phéochromocytome, dans la majorité des cas la cause de I’hypertension n’est pas identifiée et
on parle alors d’hypertension essentielle. La pathophysiologie de celle-ci se caractérise
cependant par un lien étroit avec la fonction rénale et un rétrécissement de la lumicre des
artérioles systémiques.

L’augmentation des résistances périphériques semble jouer un role dans la réponse
physiologique au niveau du systéme cardiovasculaire, du systéme nerveux et du rein. La
Figure 15 résume les principaux mécanismes physiologiques impliqués dans la régulation de
la pression artérielle : le systéme nerveux autonome sympathique, le systéme rénine-
angiotensine, les dérivés vasoactifs de 1’endothélium (NO, endothéline). De plus le
remodelage, vasculaire et cardiaque, associé a I’hypertension, participe a 1’aggravation de la
pathologie. Le role des facteurs de croissance (angiotensine II) et des inhibiteurs de cette
croissance (NO) impliqués dans ce phénomeéne de remodelage sont aussi des cibles
pharmacologiques. Actuellement, on tente de traiter I’hypertension avant qu’elle ne devienne
symptomatique. Les traitements de premiére intention sont des mesures non
pharmacologiques : exercice physique, diminution des apports salés, de la prise d’alcool et
réduction du poids. En absence d’amélioration, on utilise des traitements médicamenteux
possédant de faibles effets secondaires : d’abord les diurétiques thiazidiques ou les B-
bloquants. Les thérapeutiques utilisées ensuite sont les inhibiteurs calciques et les inhibiteurs
de I’enzyme de conversion de 1’angiotensine et plus récemment les antagonistes des
récepteurs de 1’angiotensine II.
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Figure 15 : Résumé des principaux mécanismes de régulation de la
pression artérielle

Ang I : angiotensine I ; Ang II : angiotensine II ; NA : noradrénaline ; ECA :
enzyme de conversion de I’angiotensine ; NO : nitric oxide
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6.1. Généralités historiques (Vane et al., 1990)

C’est en étudiant de simples arteres isolées que Furchgott et Zawadski (Furchgott and
Zawadzki, 1980) ont découvert le role essentiel de I’endothélium dans la relaxation induite
par D’acétylcholine. Ainsi, la stimulation des récepteurs muscariniques, des cellules
endothéliales de toutes les espéces étudiées, est capable d’induire la libération d’un facteur
relaxant, appelé d’abord EDRF pour endothelium-derived relaxing factor. Déja au 19° siécle,
des médecins avaient observé I’amélioration des symptomes de 1’angine de poitrine par
’utilisation de nitrates organiques (Krantz, 1975). Alfred Nobel, lui-méme inventeur de la
nitroglycérine (dynamite) écrivait a un ami en 1895 : « quelle ironie du sort que mon médecin
me prescrive de la nitroglycérine ! ». Mais pendant de nombreuses années, le mécanisme
d’action de ces médicaments resta obscur. Ce n’est qu’en 1977 que Katsuki et coll. (Katsuki
et al.,, 1977) ont proposé que les nitro-vasodilatateurs était métabolisés pour produire du
monoxyde d’azote (nitric oxide = NO). C’est la stimulation de la guanylate cyclase et la
synthése de GMP cyclique (guanosine monophosphate) qui s’en suivent, qui sont a 1’origine
de la relaxation induite par le monoxyde d’azote. Plus tard ’EDRF a révélé sa capacité a
induire une relaxation dépendante de I’augmentation du taux de GMP cyclique dans le muscle
lisse vasculaire. C’est simultanément que deux laboratoires ont proposé que I’EDRF serait en
fait du monoxyde d’azote (Ignarro, 1987; Khan, 1987). Et c’est finalement Palmer et coll.
(Palmer et al., 1987) qui ont démontré 1’identité des deux molécules, démonstration confirmée
par Ignarro et coll. (Ignarro et al.,, 1987). Le monoxyde d’azote est donc le nitro-
vasodilatateur endogene.

Utilisant une autre approche, le groupe de Tannenbaum et coll. (Tannenbaum et al.,
1978) a montré que la production de nitrates urinaires augmente en cas d’infection. Les
macrophages furent identifiés comme source majeure de nitrates (Stuehr and Marletta, 1985)
et le monoxyde d’azote, capable de former des nitrates et des nitrites en solution aqueuse, se
révela étre un intermédiaire de la cytotoxicité des macrophages (Marletta et al., 1988).
Moncada et coll. furent les premiers & montrer que la N°-monomethyl-L-arginine, un
analogue de la L-arginine, pouvait empécher la formation de NO dans les cellules
endothéliales et que cet effet s’annulait en présence d’une surcharge en L-arginine (Palmer et
al., 1988; Rees et al., 1989a). Ces observations suggerent que la L-arginine est donc le
précurseur physiologique de la synthése basale, ou en réponse a une stimulation, du NO.

6.2. Voies de synthése et mode d’action du NO

Pour revue : (Moncada et al., 1997)

Le NO est synthétisé par trois enzymes constituant la famille des nitric oxyde
synthases (NOSs) qui convertissent la L-Arginine en L-citrulline et NO, ce dernier possédant
un grand nombre de fonctions physiologiques. Le NO, tres réactif, forme des complexes avec
des protéines contenant des groupements héme (hémoglobine, myoglobine, cytochrome c, et
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surtout guanylate cyclase). La plupart des fonctions physiologiques du NO, produit en faible
quantité, proviennent de 1’activation de la guanylate cyclase et de ’augmentation des taux de
GMP cyclique par conséquent dans les cellules cibles (Murad, 1994). Par contre si le NO est
produit en grande quantité, il devient cytotoxique en raison de son action inhibitrice sur les
enzymes de la chalne respiratoire mitochondriale et les enzymes de la synthése d’ADN dans
les cellules cibles. Le NO peut également interagir avec des radicaux libres oxygénés pour
former des péroxynitrites toxiques. De plus, de fortes concentrations de NO peuvent induire
indirectement D’activit¢é des cyclo-oxygénases et augmenter la concentration en
prostaglandines (Salvemini et al., 1993). (Figure 16)

Le NO est un gaz de demi-vie trés courte (6 secondes) et diffusant facilement a travers
les différentes membranes biologiques. Sa faible solubilité aqueuse conduit a la formation de
nitrites et de nitrates dont le dosage permet d’évaluer la quantit¢ de NO en solution. Par
ailleurs il semble qu’il existe des formes de stockage endogéne du NO tel que les S-
nitrosothiols, notamment dans les vaisseaux sanguins (Moncada et al., 1997).

6.3. Les Nitric Oxide Synthases (NOSs)

Les NOSs sont des enzymes contenant un groupement héme et dont la séquence est
assez proche de celle des cytochrome P450 réductases. Plusieurs isoformes des NOSs ont été
décrites : deux isoformes sont constitutivement actives, les isoformes endothéliale (eNOS) et
neuronale (nNOS) et une troisiéme isoforme est dite inductible (iNOS) en réponse a différent
stimuli du systéme immunitaire. Les 3 isoformes sont codées par 3 genes différents et
possedent entre elles environ 53% d’homologie (Nathan and Xie, 1994).

La nomenclature des NOSs ne correspond pas au sous-type cellulaire les exprimant
mais a celui dans lequel elles ont été clonées. Une autre nomenclature fait appel au mode
d’activation de ces enzymes. Les NOSs constitutives (eNOS et nNOS) possedent une
activation dépendante du calcium se fixant a la calmoduline, donc rapide et de courte durée
(quelques minutes) et produisent de faible quantit¢ de NO (nM). A DI'opposé les NOSs
inductibles voient leur expression augmenter en réponse a divers stimuli (interféron vy,
lipopolysaccharide bactérien, interleukine 18,...) et sont activées en absence de calcium,
entrainant une plus forte production de NO (uM) sur une plus longue durée (plusieurs jours)
(Nathan and Xie, 1994). Cependant les NOSs constitutives peuvent également étre régulées
au niveau transcriptionnel, par les oestrogénes par exemple, et également au niveau post-
transcriptionnel par des modifications du type myristoylation, palmitoylation ou encore
phosphorylation. Et a 1’opposé, la iNOS peut étre activée rapidement de fagon non
transcriptionnelle comme c’est le cas pour son activation par le récepteur 5S-HT2B (Manivet et
al., 2000).

La réaction de synthése du NO est commune entre les trois isoformes. Les NOSs
forment des homodimeres dont chaque monomere provient lui-méme de la fusion de deux
enzymes, une cytochrome réductase et un autre cytochrome, nécessitant la présence de trois
co-substrats : la L-Arginine, le NADPH (Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate) et
I’oxygeéne ; et de cinq cofacteurs ou groupements prosthétiques : FAD (Flavine Adénine
Dinucléotide), FMN (Flavine Mononucléotide), calmoduline, tetrahydrobioptérine et héme
(Nathan and Xie, 1994). (Figure 16)
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Figure 16 : Revue des mécanismes d’activation des NOSs et des effets
biologiques du NO

(CaM : calmoduline ; BHy : tétrahydrobioptérine ; LPS : lipopolysaccharide
bactérien ; TNF : tumor necrosis factor; IL-1: interleukine 1; IFN-y:
interféron y ; COX-2 : cyclo-oxygénase ; ONOO' : peroxynitrite)
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Ces trois enzymes ne sont peut-étre pas les seules sources de NO puisque récemment
la découverte d’une nouvelle famille de NO synthase possédant une activité GTPase a été
reportée dans la littérature mais ses fonctions restent inconnues pour le moment (Zemojtel et
al., 2004).

La premicre isoforme purifiée et clonée fut découverte dans les neurones, d’ou son
nom de NOS neuronale (nNOS) également appelée NOS de type I, NOS-1 ou encore bNOS.
Elle est exprimée principalement dans le cerveau, la moelle épinicre, le systétme nerveux
périphérique mais aussi dans 1’épithélium bronchique, trachéal et gastro-intestinal, le muscle
squelettique, les polynucléaires neutrophiles, les 1lots pancréatiques, I’endométre, I’adventice
et la media des vaisseaux sanguins et dans le réticulum sarcoplasmique des cardiomyocytes
(Moncada et al., 1997; Mungrue et al., 2002; Walford and Loscalzo, 2003).

Au niveau périphérique, le NO est libéré par les neurones non-adrénergiques non-
cholinergiques et régule certaines fonctions gastro-intestinales, respiratoires et génito-
urinaires (Rand, 1992). Les nNOS situées au niveau du systéme nerveux central sont quant a
elles impliquées dans la mémoire, la régulation des fonctions neuroendocrines, la régulation
centrale de la pression artérielle, du rythme cardiaque, du rythme respiratoire, des rythmes
circadiens, du sommeil, des comportements sexuels, la thermorégulation, la douleur ainsi que
dans les comportements agressifs (Garthwaite, 1991; Snyder and Bredt, 1992). En effet les
males knock-out pour la nNOS présentent une augmentation de leur agressivité qui semble
étre liée a une altération des signaux sérotoninergiques régulés par les récepteurs de la
sérotonine 5-HT1A et 5-HT1B. A I’inverse, les femelles présentent un comportement normal
(Chiavegatto and Nelson, 2003). Aux anomalies comportementales des souris KO nNOS,
s’ajoutent une dilatation de 1’estomac, une sténose du pylore, une résistance a I’insuline et une
hypertrophie ventriculaire gauche chez les souris agées. Il a d’ailleurs été¢ montré que la nNOS
exprimée dans le coeur pouvait moduler la fréquence et la contractilité cardiaque (Mungrue et
al., 2002).

L’isoforme purifiée et clonée a partir des cellules endothéliales, la NOS endothéliale
(eNOS) est aussi appelée NOS de type III ou NOS-3. Elle est exprimée principalement dans
les cellules endothéliales vasculaires et les plaquettes ainsi que dans certaines populations de
neurones et dans I’épithélium respiratoire (Moncada et al., 1997). C’est aussi 1’isoforme la
plus largement exprimée dans le cceur en condition physiologique, au niveau de I’endothélium
endocardique et des cardiomyocytes (Mungrue et al., 2002). Elle peut étre activée par les
agonistes de divers récepteurs couplés aux protéines G (acétylcholine, bradykinine, histamine,
sérotonine), par la substance P, 1’adénosine 5’-diphosphate (ADP), I’ATP, les Ca2+
ionophores, par les forces de cisaillement et aussi par des modifications du taux d’oxygene.
Elle peut également étre induite de fagon transcriptionnelle dans certain cas comme apres
stimulation par les oestrogeénes ou apres un exercice prolongé. Le NO produit par la eNOS
joue un role dans la régulation de la pression artérielle, de la distribution du flux sanguin,
I’inhibition de I’adhésion et de 1’activation des plaquettes et des leucocytes, I’inhibition de la
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prolifération des cellules musculaires lisses (Moncada and Higgs, 1993). Le NO produit par la
eNOS est donc un facteur de prévention de 1’athérosclérose, notamment au niveau de la
circulation coronaire (Curtis and Pabla, 1997).

Cette donnée est confirmée par le phénotype des souris knock-out pour la eNOS qui
présente une plus grande sensibilité a 1’athérosclérose, une anomalie de 1’angiogenése, une
résistance a I’insuline ainsi que des anomalies cardiaques avec diminution de la fréquence
cardiaque et développement d’hypertrophie cardiaque chez les souris agées et d’anomalies
valvulaires (Lee et al., 2000; Mungrue et al., 2002). La formation du NO dans 1’endothélium
vasculaire permet de maintenir un tonus vasodilatateur essentiel a la régulation de la pression
et du flux sanguin (Moncada et al., 1989; Vanhoutte, 1989; Vane et al., 1990). C’est pourquoi,
les souris knock-out pour la eNOS développent une hypertension artérielle systémique (Huang
et al., 1995; Shesely et al., 1996) et pulmonaire (Steudel et al., 1997). De méme que pour la
nNOS, I’activité de la eNOS semble moduler la contractilité cardiaque (Bloch et al., 2001).
De plus la synthése cardiaque de NO serait un facteur de protection contre le remodelage
cardiaque (hypertrophie, dilatation) et ’apoptose (Wollert and Drexler, 2002). Enfin, le NO,
probablement d’origine endothéliale, joue un role majeur dans la physiopathologie de la
migraine (Olesen et al., 1994).

La régulation de I’activité¢ des eNOSs est trés intimement liée aux cavéoles et plus
précisément a la cavéoline-1 qui constitue ces cavéoles (dans les cardiomyocytes, la eNOS se
lie a la cavéoline-3). En effet les souris knock-out pour la cavéoline-1 développent des
anomalies pulmonaires principalement dues a une hyper-cellularité endothéliale et les aortes
de ses souris présentent une vasoconstriction inadéquate en raison d’une désinhibition de la
synthése de NO (Drab et al., 2001). Il a été¢ montré que la eNOS subit plusieurs modifications
post-transcriptionnelles de type palmitoylation et myristoylation permettant sa localisation
dans les cavéoles, en se liant a la cavéoline (Shaul, 2002). Enfin, ’activité¢ de la eNOS est
régulée par différentes kinases dont les effets sont soit une activation, soit une inhibition, en
fonction des acides aminés phosphorylés. (Figure 17).
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Figure 17 : Régulation de ’activité eNOS dans les cavéoles
(D’apres Shaul, 2002)

La eNOS active est prioritairement localisée dans les cavéoles dont la
membrane est enrichie en cholestérol (rose). L’interaction avec la cavéoline inhibe en
partie D’activit¢ eNOS. Classiquement la fixation d’un ligand (L) sur un récepteur
transloqué dans les cavéoles stimule une ou plusieurs kinases impliquées dans la
phosphorylation de la eNOS. Ces phosphorylations peuvent activer (+) ou inhiber (-)
I’activité de la eNOS en fonction des acides aminés cibles. Par ailleurs ’activation
nécessite la formation du complexe calmoduline/calcium, ce dernier ayant pour
origine les stocks intracellulaires a proximité des cavéoles ou I’entrée de calcium
extracellulaire. L’activité eNOS est augmentée par Hsp90 et diminuée par 1’interaction
avec le domaine C-terminal de certains
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La NOS inductible (iNOS) fut clonée a partir des macrophages. Ses autres noms sont
iNOS, NOS de type II, NOS-2, macNOS, hepNOS. Elle est donc exprimée principalement
dans les macrophages mais aussi dans les hépatocytes, les chondrocytes, les kératinocytes,
I’épithélium respiratoire, le rein, certains tissus feetaux, les neurones, les cellules musculaires
lisses et les cellules endothéliales (Moncada et al., 1997). A I"opposé des NOS constitutives,
la iNOS peut produire de plus grande quantité de NO (uM) mais cette production passe par
une augmentation de la transcription de I’enzyme. Cette augmentation est déclenchée par
différents agents pro-inflammmatoires tels que les endotoxines bactériennes (LPS), des
cytokines (IL-1B, TNF-a), D'interféron-y. Il existe par ailleurs des évidences que cette
régulation transcriptionnelle passe par I’activation des facteurs de transcription NF-xB et IRF-
1 (interferon regulatory factor) et de certaines tyrosine kinases (Nathan, 1992). Par ailleurs,
I’expression de la iNOS peut-&tre inhibée par les glucocortocoides, le TGF-8B, le PDGF et
certaines cytokines (IL-4, IL-8, IL-10 et IL-13) (Szabo and Thiemermann, 1995). On sait
maintenant que la iNOS peut également étre régulée au niveau post-transcriptionnelle par de
biais d’interaction avec des protéines inhibant son activité telle que la kalirin, la cavéolin-1, la
NAP110 (NOS-associated protein 110kD) (Zhang, Kone, 2003). Alors que les faibles
quantités de NO produites par les NOSs constitutives sont en général bénéfiques, les fortes
concentrations de NO formé par la iNOS produisent généralement des effets délétéres sur
I’organisme au cours des réactions immunes et de défense (Nathan and Hibbs, 1991). Cette
production de NO, d’abord observée dans les macrophages, contribue a leur cytotoxicité
contre les cellules tumorales, les bactéries, les virus et les autres microorganismes. Par ailleurs
le NO impliqué dans les mécanismes de défense peut devenir un agent de la pathophysiologie
du choc septique et de I’inflammation. La iNOS est normalement absente des vaisseaux sains.
Par contre elle a été identifiée dans les vaisseaux de patients souffrants d’athérosclérose et la
formation de péroxynitrite semble étre a 1’origine de la péroxydation des lipides et des
dommages vasculaires (Curtis and Pabla, 1997). De plus la iNOS est exprimée dans les
cardiomyocytes au cours de certaines pathologies cardiovasculaires d’origine immune ou pas
(Bloch et al., 2001; Mungrue et al., 2002). L’augmentation de 1’expression de la iNOS dans
I’insuffisance cardiaque serait un phénomeéne de décompensation induisant 1’apoptose des
cardiomyocytes et augmentant la mortalité¢ (Wollert and Drexler, 2002). Cependant les souris
knock-out pour la iNOS ne présentent pas d’anomalie majeure au niveau du systéme
cardiovasculaire si ce n’est une augmentation de la pression artérielle transitoire a 1’age de 9
semaines. Par contre, elles sont protégées vis-a-vis de I’induction du choc septique par le LPS.

6.4. Les inhibiteurs des NOSs

Des inhibiteurs de la synthése du NO par les NOSs ont été largement utilisés pour
¢tudier les fonctions des NOSs in vitro et in vivo. Ces études pharmacologiques ont souvent
été confirmées par les méthodes génétiques de perte de fonction des NOSs (souris knock-out).
La plupart de ces composés sont des analogues du substrat endogéne des NOSs, la L-
Arginine, mais ils sont rarement sélectifs d’une isoforme par rapport aux autres (par exemple
la L-NA [ N“-nitro-L-arginine]: nNOS=eNOS>>INOS). On sait maintenant qu’il existe aussi
des inhibiteurs compétitifs endogenes de la synthése du NO qui fonctionnent selon le méme
principe, la L-ADMA (N°-N%-dimethyl-L-arginine) et la L-NMMA (N®-monomethyl-L-
arginine). Ces composés sont présents dans le sang et les urines chez ’homme et ils
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participent a certaines fonctions pathophysiologiques (Moncada et al., 1997; Tran et al.,
2003).

Une évidence majeure du role physiologique du NO fut la description de ’effet aigu sur
la pression artérielle d’injection intraveineuse des inhibiteurs des NOSs chez le rat, le lapin, le
cochon d’Inde et méme I’homme (Rees et al., 1989b; Vallance et al., 1989). En effet ces
composés induisent une augmentation de la pression artérielle systémique pouvant étre
annulée par la L-arginine en raison de la compétition pour la NOS. Ces expériences indiquent
qu’il existe en continu, une libération basale de NO par les cellules endothéliales permettant
ainsi de conserver les vaisseaux dans un état dilaté. Donc le blocage de cette production
continue de NO peut étre impliqué dans la physiopathologie de I’hypertension artérielle.

Une inhibition chronique de la synthése de NO conduit au développement d’une
hypertension artérielle et de dommages rénaux de type sclérose glomérulaire. Il est
maintenant clairement établi que cette hypertension fait non seulement intervenir le niveau
basal de NO mais aussi le systéme rénine angiotensine, les canaux calciques, la rétention
sodée et I’endothéline. De plus I’inhibition chronique des NOSs s’accompagne souvent de
remodelage vasculaire au niveau cardiaque, rénal et cérébral. Cette hypertension induite
constitue donc un bon modele d’étude de I’hypertension et du réle du NO dans la pathologie
vasculaire (Zatz and Baylis, 1998).
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Dans I’introduction nous avons expos¢ les nombreuses fonctions en physiologie et
implications en pathologie du récepteur de la sérotonine 5-HT2B. Nous avons notamment
décrit le phénotype cardiovasculaire des souris mutantes invalidées pour ce récepteur et les
différences de genre concernant ce phénotype. En effet les femelles sont moins affectées par
la mutation en ce qui concerne la cardiomyopathie dilatée observée chez les males mutants
(Nebigil et al., 2001b).

Premiere Partie

Puisque les femelles semblent €tre protégées vis-a-vis de la cardiomyopathie dilatée qui
caractérise le phénotype des males mutants et puisque les hormones ovariennes sont
classiquement reconnues pour avoir des propriétés protectrices au niveau du systéme
cardiovasculaire, nous avons test¢ 1’hypothése selon laquelle ces hormones ovariennes
seraient a I’origine du phénotype moins sévere des femelles mutantes pour le récepteurs 5-
HT2B.

Pour tester cette hypothése, nous avons réalisé 1’ablation bilatérale des ovaires au
moment de la puberté et analysé 1’évolution des paramétres morphométriques et fonctionnels
cardiaques en collaboration avec I’équipe technique de D’Institut Clinique de la Souris
(échocardiographie, mesure de la pression artérielle systolique).

Les résultats de cette étude indiquent que 1’ovariectomie n’altére pas les fonctions
cardiovasculaires des femelles invalidées pour le récepteur 5-HT2B. Ces résultats feront
I’objet d’une publication aprés quelques expériences complémentaires (¢tude du rdle des
androgenes sur la différence de genre concernant les souris KO pour le récepteur 5S-HT2B).

Deuxieme et troisieme partie

L’absence d’anomalies fonctionnelles cardiaque chez les femelles KO pour le récepteur
5-HT2B, nous a amené a utiliser les femelles plutoét que les males pour 1’¢tude des fonctions
vasculaires du récepteur 5-HT2B. Nous avons décrit dans I’introduction 1’activation des
NOSs par le récepteur 5S-HT2B et le réle de ce récepteur au cours de I’hypertension artérielle
chez le rat (modification de pharmacologie).

C’est pourquoi nous avons ¢tudié la réponse des femelles KO pour le récepteur 5-HT2B
vis-a-vis de I’hypertension artérielle induite par inhibition chronique des NOSs.

Le récepteur 5-HT2B s’est révélé étre un facteur de protection au cours de la phase
précoce de I’hypertension mais nécessaire a long terme au développement de I’hypertension
artérielle. La protection a court terme semble étre associée a la fonction régulatrice du
récepteur 5-HT2B sur I’activation basale des NOSs endothéliales et sur la compliance
artérielle. Par ailleurs I’hypertension a long terme ne s’accompagne pas de remodelage
cardiovasculaire apparent mais d’une modification du profil d’expression des récepteurs de la
sérotonine au niveau de 1’aorte. Ces changements pharmacologiques dépendent du récepteur
5-HT2B. Ces travaux ont été réalisés en collaboration avec I’équipe technique de I’Institut
Clinique de la Souris (échocardiographie, télémétrie, tail cuff method) et avec Jean-Marie
Launay (expériences de liaisons). Ils donneront lieu a une seconde publication actuellement
en préparation.
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Materiels et Méthodes
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Le gene du récepteur 5-HT2B de souris (figure 18) est composé de 3 exons et deux
introns. Les souris mutantes pour le récepteur 5-HT2B ont été générées précédemment au
laboratoire par recombinaison homologue (Nebigil et al., 2000a).

Plus précisément, un vecteur contenant une partiec du gene du récepteur 5S-HT2B de
souris, et pour lequel une insertion dans I’exon 2 a été réalisée, est utilis€ pour réaliser une
recombinaison homologue dans des cellules souches embryonnaires de souris (cellules ES :
embyonic stem cell). L’insertion dans 1’exon 2 d’une cassette neo (géne de sélection
bactérienne vis-a-vis de la néomycine) permet de modifier le cadre de lecture du gene du
récepteur 5-HT2B apres recombinaison, empéchant ainsi la transcription et donc la production
de protéine. Cette insertion s’accompagne de I’insertion de nouveaux sites de restriction Bgl
IT qui seront utilisés pour sélectionner les animaux ayant intégré la mutation (Figure 19).

Les cellules ES ayant pour origine la lignée 129PAS et ayant intégré le géne muté sont
injectées dans des blastocystes d’embryons de souris de la lignée C57/BL6 permettant
d’obtenir des animaux chimeres. L’analyse d’ADN génomique, obtenu a partir de queue de
souris agées de 3 a 4 semaines, permet de déterminer le génotype des animaux par la méthode
de Southern blot. Les techniques classiques utilisées sont décrites par (Sambrook et al.).
Apres digestion des tissus des queues de souris, I’ADN génomique, extrait et purifié, subit
I’action d’une enzyme de restriction (Bgl II) permettant d’obtenir un ADN fragmenté. Apres
séparation par €lectrophorése dans un gel d’agarose, les fragments correspondants au géne du
récepteur 5-HT2B sont identifié par hybridation avec une sonde spécifique radioactive
(Figure 19). Si les deux all¢les du géne du récepteur sont sauvages, on identifiera un fragment
de 9,3 kilobases, si les deux alleles portent la mutation (souris homozygote mutante), le
fragment identifi¢ ne sera que de 3,2 kilobases et si I’animal étudié est hétérozygote pour la
mutation, un fragment de chacune des tailles précédemment citées pourra étre visualisé. Le
croisement des animaux chiméres porteurs de la mutation (sélectionnés aprés génotypage)
avec des souris de la lignée 129PAS permettra d’obtenir directement des animaux avec un
fond génétique pur, 129pas. La lignée mutante (Knock Out : KO) pour le récepteur 5S-HT2B
est viable a 1’état homozygote, donc le génotypage des souris n’est plus nécessaire.

Par la suite, les souris sont élevées dans le respect des lois européennes en vigueur.

L’ensemble des expériences compareront les souris KO a des souris de génotype sauvage
129PAS fournies par les services de I’animalerie de 'IGBMC.
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Figure 18 : Organisation du géne du récepteur de souris 5-HT2B
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L’inhibition de la synthése des hormones ovariennes est réalisée par ablation bilatérale
des ovaires de souris femelles sauvages (Wild Type : WT) ou mutantes invalidées pour le
récepteur 5-HT2B (Knock-out : KO). Les femelles sont ovariectomisées entre 3 et 4 semaines
aprés la naissance, lorsque la synthése des hormones ovariennes se met en place (puberté).

Les souris sont anesthésiées par un mélange de Kétamine (90 mg/kg IP) et
d’Acépromazine (1,8 mg/kg IP). Aprés avoir vérifié I’efficacité de 1’anesthésie, les souris sont
rasées au niveau du dos. Deux incisions de la peau sont pratiquées au niveau d’une région
bien précise correspondant a I’emplacement des ovaires. Apres incision de la paroi
musculaire, les ovaires sont prélevés a I’aide d’un bistouri électrique, permettant de cautériser
la section réalisée entre 1’utérus et I’oviducte. Apres s’étre assuré de 1’absence de saignement,
la paroi musculaire et la peau sont suturées a 1’aide de fils non résorbable ETHICON 5-0. Les
souris ainsi ovariectomisées sont maintenues sur une plaque chauffante a 37°C, en attendant
leur réveil. Les souris controles (que nous appellerons « sham» pour sham operated)
subissent les mémes gestes chirurgicaux et anesthésiques, a 1’exception bien sir de la section
et du prélévement des ovaires.

La cicatrisation des souris est controlée quotidiennement pendant les deux semaines
suivant 1’opération. L’efficacité¢ de I’ovariectomie est, quant a elle, contrélée au moment du
sacrifice des souris, par 1’absence d’utérus détectable puisqu’il s’est totalement atrophié¢ en
absence d’hormones ovariennes.

Principe :

L’échocardiographie permet d’évaluer I’anatomie cardiaque ainsi que les fonctions
systoliques et diastoliques chez les souris vigiles ou anesthésiées (Gardin et al., 1995). La
validité des mesures réalisées par cette méthode dépend largement de la fréquence cardiaque
d’ou I’intérét d’utiliser I’anesthésie qui permet d’abaisser la fréquence cardiaque de la souris
(aux alentours de 300-350 battements par minutes / bpm) qui est de I’ordre de 650 bpm sans
anesthésie.

Protocole :

e les souris sont anesthésiées par une dose de 30 mg/kg, IP de pentobarbital, rasées au
niveau du thorax sur lequel on applique un gel améliorant la transmission en
¢chocardiographie.

e les mesures sont réalisées a 1’aide d’un échographe Sonos 5500 (Philips Healthcare) et
d’une sonde a haute fréquence 15MHz

e [’utilisation des images en mode 2D et M (Figures 20 et 21) permettent de mesurer la
longueur, la surface et le diamétre du ventricule gauche en systole et en diastole.
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On détermine ainsi :
- le diamétre télé-systolique (DTS) (LVESD : left ventricular end systolique diameter)
- le diamétre télé-diastolique (DTD) (LVEDD : left ventricular end diastolic diameter)
- I’épaisseur du septum (S)
- I’épaisseur de la paroi postérieure (Pp) (PW : Posterior Wall)
- le diametre de 1’aorte (D)

On calcule également :
- la fraction de raccourcissement : FR (%) = [(DTD -DTS) / DTD] x 100
- la fraction d’¢jection : FE (%) = [(DTD)* — (DTS)*] / (DTD)* x 100
- la masse ventriculaire gauche : MVG (mg) = 1,06x [(DTD+Pp+S)’ — (DTD)*]

Figure 20 : Image en mode 2D des ventricules gauche et droit

(petit axe para- sternal)
RV: right ventricle; S: septum; LV: left ventricle; LW: lateral wall, AW:
anterior wall; PW: posterior wall.

Figure 21 : Image en mode M du ventricule gauche

(petit axe para- sternal)

AW : anterior wall (paroi antérieure) ; LW : lateral wall (paroi latérale) ;
LVEDD : left ventricular end diastolic diameter ; LVESD : left ventricular end
systolique diameter



e [’utilisation du mode Doppler permet de mesurer le flux aortique (Figure 22)

On détermine ainsi :
- D’intégrale temps vitesse du flux aortique (ITV)
- la fréquence cardiaque (Fc)

On calcule également :
- le volume d’éjection systolique (stroke volume): VES (ml/b) =1TV x (D/2)2 x &t
- le débit cardiaque (cardiac outpout) : De (ml/min) = VES x Fc

Figure 22 : Image écho-doppler du flux aortique

VTI : intégrale temps vitesse

Deux protocoles différents ont été utilisés au cours de cette étude :

- un protocole avec anesthésie pour évaluer la fonction cardiaque des souris dans les

conditions de base et apres induction de 1’hypertension artérielle.

- un second protocole correspond a I’étude de la fonction cardiaque des souris en
réponse a une injection aigu€ d’un inhibiteur de la synthése de NO. Ce composé
induisant un importante bradycardie, il n’est pas nécessaire d’anesthésier les souris
pour abaisser la fréquence cardiaque. Les mesures ont donc ¢été réalisées sur des souris

vigiles



4.1. Tail cuff method : mesure de la pression artérielle a 1a queue

La mesure de la pression artérielle systolique au niveau de I’artére caudale peut se
faire in vivo chez une souris vigile grace au systéme tail-cuff automatisé et informatisé
(Figures 23 et 24). Cette méthode permet de mesurer les pulsations du flux sanguin au niveau
de l’artére caudale et de déterminer la pression artérielle systolique correspondant a la
disparition de ce flux a la suite du gonflement d’'un manchon en latex autour de la queue de la
souris (Krege et al., 1995).

Protocole :

Le systeme Visitech (Visitech BP-2000 Blood Pressure Analysis System, Visitech
Systems, Apex, NC) permet de réaliser 10 mesures préliminaires, qui ne seront pas conservées
pour ’analyse, mais nécessaire pour habituer les souris. Ensuite 15 mesures successives sont
effectuées automatiquement. La série d’enregistrements est validée si au moins 10 mesures
sur les 15 réalisées donnent une valeur cohérente. Le programme d’analyse donne une
moyenne et une déviation standard pour la fréquence cardiaque et la pression artérielle
systolique pour chaque souris. Avec I’habituation des souris, cette méthode donne des valeurs
de pression artérielle tres reproductibles pour une méme série de mesures (déviation standard
inférieure a 5% de la valeur moyenne).

Chaque souris est analysée 2 fois par jour et 4 jours par semaines. Cette répétition
permet de diminuer les variations individuelles qui sont trés importantes car elles dépendent
du stress, de I’heure de la mesure et de tout autres parameétres environnementaux.

Remarque : Ce systéme étant relativement nouveau au moment de son utilisation, la justesse
des mesures a été validée par I’utilisation de souris possédant un implant de télémétrie. Le
systéme Visitech donne des valeurs de pression artérielle systolique inférieures a celles de la
télémétrie mais les différences observées entre deux groupes sont parfaitement conservées.
Cette différence en valeur absolue peut s’expliquer par le fait que la pression artérielle n’est
pas mesurée au niveau de la méme artére dans les deux méthodes : aorte pour la télémétrie et
artere caudale pour le systéme Visitech)
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Figure 23 : Systeme d’analyse de la pression artérielle BP-2000
(Visitech Systems)
Le systéme est constitu¢ d’une plateforme chauffante (au milieu) pour la
mesure de la pression artérielle, reliée a une pompe (a2 droite) et a une systéme
d’analyse a 1’aide d’un logiciel spécialis¢ (a gauche). Le systéme Visitech
permet d’analyser 4 souris a la fois pour la pression artérielle systolique et la
fréquence cardiaque.

Figure 24 : Mise en place d’une souris sur le syst¢tme BP-2000
Les souris sont maintenues en place sur la plateforme en fixant I’extrémité de
leur queue par un ruban adhésif et en les enfermant dans une boite de
contention obscure afin de limiter leurs mouvements. La queue de la souris,
passée a travers le manchon en latex, est placée dans la chambre de mesure
contenant un systeme de détection du flux sanguin par infrarouge.



4.2. Radio-télémétrie

La radio-télémétrie est une excellente méthode pour mesurer a long terme la pression
artérielle et la fréquence cardiaque chez des animaux vigiles et libres de tous mouvements
(Butz and Davisson, 2001). L’implant de télémétrie (PA-C20 Device for Blood Pressure and
Heart Rate, DATA SCIENCE INTERNATIONAL) se trouvant dans I’aorte de la souris,
transmet par onde radio un signal a un transducteur reli€¢ a un ordinateur pour I’analyse des
enregistrements. (Figure 25)

Figure 25 : Systéme d’enregistrement des parameétres cardiovasculaires par
radio-télémétrie

L’implantation de la sonde de pression se fait sous anesthésie (mélange Kétamine
90mg/kg IP + Acépromazine 1,8 mg/kg IP). Le cathéter est inséré par 1’artére carotide gauche
jusque dans 1’aorte. La position idéale de I’embout du cathéter est représentée sur la Figure
26. Le reste de la sonde est placé sous la peau de la souris a droite de I’abdomen de fagon a
géner le moins possible les mouvements de la souris apres son réveil. (Figure 27).

Apres 15 jours de récupération, les premiers enregistrements sont réalisés pour controler le
bon fonctionnement du systéme.

Nous avons équipés 6 femelles sauvages et 6 femelles mutantes pour le récepteur 5-
HT2B, agées de 20 semaines environ, pendant 3 mois, sur lesquelles nous avons testé
différents agents pharmacologiques. Chaque femelle était son propre contrdle, a savoir que si
le premier jour de 1’expérience la souris 1 recevait la phényléphrine, par exemple, et la souris
2 le véhicule, on répétait I’expérience le lendemain en administrant le véhicule a la souris 1 et
la phényléphrine a la souris 2. Une période d’au moins 3 jours de repos a été respectée entre
chaque expérience.

L’enregistrement des parametres hémodynamiques est démarré au moins 30 minutes avant
I’expérience et arrété lorsque la pression artérielle est revenue a sa valeur de base.



)

Figure 26 : Représentation schématique de ’emplacement idéal pour la
sonde de radio-télémétrie dans I’aorte de souris

b o

Figure 27 : Représentation schématique de I’implantation idéale de la
sonde de télémétrie dans ’aorte et de sa batterie dans I’espace
abdominal



La Figure 28 représente le signal que 1’on peut enregistrer avec cette méthode. On
détermine la fréquence cardiaque, la pression artérielle systolique (PAS) (valeur haute) et
diastolique (PAD) (valeur basse) et par calcul, la pression pulsée (PP) (pression différentielle
= différence entre le pression systolique et la pression diastolique) et la pression artérielle
moyenne (PAM = PAD + 1/3 PP)
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Figure 28 : Exemple d’enregistrement de la pression artérielle pour une
souris pendant 10 secondes
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Figure 29 : Exemple d’enregistrement de la pression artérielle moyenne
pendant 24 heures pour un groupe de 4 souris



Nous avons programmé le systéme pour enregistrer les parameétres hémodynamiques

pendant 30 secondes toutes les 5 minutes. Lors du traitement des données, nous pouvons
calculer la moyenne de chaque parameétre sur la durée souhaitée, en général entre 10 minutes
et 1 heure.
La figure 29 est un exemple des variations de pression artérielle moyenne pour un groupe de
4 souris pour lesquelles on a représenté une moyenne avec sa déviation standard toutes les 15
minutes. On notera les variations caractéristiques chez la souris entre les valeurs nocturnes et
diurnes.

A la fin des trois mois d’expérience, les femelles sont sacrifiées par injection 1étale de
pentobarbital (60 mg/kg IP) et disséquées afin de récupérer la sonde de télémétrie réutilisable.

5.1. Induction de I’hypertension artérielle par L-NA

La N®-nitro-L-arginine (L-NA) est un inhibiteur de I’activité de synthése des NOSs
dont la sélectivité est plus marquée pour les NOSs constitutives (endothéliale et neuronale)
que pour la NOS inductible.

L’hypertension chez les souris femelles, agées de 16 a 22 semaines, est induite par
I’injection intra-péritonéale quotidienne de L-NA a la dose de 80mg/kg. Les souris contrdles
recoivent un volume équivalent de véhicule (NaCl 0,9 %). Les injections sont réalisées en fin
de journée, afin de ne pas influencer les mesures de pression artérielle par un effet aigu. Le
traitement d’induction de I’hypertension a été maintenu pendant 18 semaines.

5.2. Agents vasoactifs testé en radio-télémetrie

Controle NaCl : des injections intra-péritonéales de NaCl 0,9% ont été réalisées pour
tester les effets de I’injection d’un solvant sans propriété vasoactive sur les parametres
cardiovasculaires. Ce controle permet d’évaluer I’effet du stress de 1’injection sur ces mémes
parameétres.

Phényléphrine : 3 mg/kg par injection intra-péritonéale, le véhicule est le NaCl 0,9%

Nitroprussiate de Sodium : 5 mg/kg par injection sous-cutanée, le véhicule est le
NaCl 0,9%

L-NA : la L-NA a été¢ administrée a la méme dose que le traitement d’induction de
I’hypertension, soit 80 mg/kg par injection intra-péritonéale. Le véhicule est le NaCl 0,9%.
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6.1. Sacrifice

Les souris sont euthanasiées par une injection létale de pentobarbital (60 mg/kg IP)

6.2. Analyse histologique

Les protocoles sont disponibles sur le site internet de EUMORPHIA :
http://www.eumorphia.org/serviet/ECFLP.Frameset

e Pour coupes congelées

Fixation : les organes sont fixés dans le Paraformaldehyde a 4% pendant 1 heure puis protégés
par infiltration d’une solution de sucrose a 20% dans le PBS pendant une nuit.

Congélation : les tissus sont transférés dans les moules en plastique pour étre inclus dans le
milieu de congélation (Cryoblock—Labonord). Les moules sont placés sur de la carboglace
jusqu’a congélation puis stockés a -80°C.

Coupe : des coupes de 5 pm sont réalisées a 1’aide d’un Cryostat (microtome réfrigéré) et
transférées sur des lames Superfrost”.

e Pour coupe en paraffine :

Fixation : les tissus sont placés immédiatement aprés dissection dans des cassettes d’inclusion
pour étre ensuite fixées dans une solution de Bouin (mélange de formaline, acide picrique et
d’acide acétique) pendant 24 heures a température ambiante.

Inclusion : les cassettes sont transférées dans un automate d’inclusion réalisant les étapes
suivantes :

Lavage 1 heure dans 1’éthanol a 70%

Incubation dans 1’éthanol a 95% pendant 2 heures (2 x 1 heure)

Incubation dans 1’éthanol absolu pendant 2 heures (2 x 1 heure)

Inclusion dans I’Histosol® pendant 30 min puis 2 heures (2 x 1 heure)

Inclusion dans la paraffine pendant 1 heure, puis 2 heures sous vide et enfin 5 heures.

Coupe : des coupes de 5 um sont réalisées a I’aide d’un microtome et transférées sur des
lames gélatinées et séchées en position verticale pendant une nuit a 37°C.

e Pour microscopie électronique :

Fixation : les tissus sont taillés en cubes de 2 mm x 2 mm et transférés dans 10 volumes de
tampon glutaraldehyde 2,5% / cacodylate 0,1 M et conservés a +4°C.

Inclusion : les tissus fixés sont inclus dans une résine EPON puis analysés par microscopie
¢lectronique (coupes semi-fines puis ultra-fines)
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o Haematoxyline/Eosine

La coloration a I’haematoxyline/éosine est une coloration de routine pour les coupes
paraffinées. Les noyaux sont colorés en violet, tandis que le cytoplasme, les muscles, les
fibres de collagene et les érythrocytes sont colorés en rose.

Protocole :

* déparaffiner et réhydrater les coupes :
- lavage a I’Histosol® 2 x 3 minutes
- réhydratation 2 x 3 minutes a I’éthanol absolu
- réhydratation 2 x 3 minutes a 1’éthanol a 95%
- lavage a I’eau distillée pendant 3 minutes.
* coloration dans I’haematoxylin de Harris pendant 3 minutes
* ringage sous un filet d’eau pendant 3 minutes
* breve décoloration dans une solution acido-alcoolique (2 secondes)
* ringage sous un filet d’eau pendant 3 minutes
* coloration dans une solution aqueuse d’éosine Y a 0.1% pendant 30 secondes
* déshydratation des coupes par immersions successives dans des bains d’alcool : 2 x 2
minutes dans ’alcool a 95% puis 2 x 2 minutes dans 1’alcool absolu.
* montage des coupes.

e Coloration trichrome de Mallory

La coloration trichrome de Mallory permet de mettre en évidence les fibres de
collagéne, et plus particulierement la fibrose, par une coloration bleue intense. Les noyaux
sont colorés en violet et les structures cytoplasmiques en oranggé.

Protocole :

* déparaffiner et réhydrater les coupes :

- lavage a I’Histosol®™ 2 x 3 minutes

- réhydratation 2 x 3 minutes a I’éthanol absolu

- réhydratation 2 x 3 minutes a I’éthanol a 95%

- lavage a I’eau distillée pendant 3 minutes
* Coloration pendant 4 minutes dans une solution d’haematoxyline ferrique
* ringage sous un filet d’eau pendant 3 minutes
* coloration pendant 3 minutes dans une solution de fuchsine acide a 0,5%
* coloration 2 x 20 minutes avec une solution de bleu d’aniline et orange G
* déshydrater les coupes par immersions successives dans des bains d’alcool : 2 x 2 minutes
dans I’alcool a 95% puis 2 x 2 minutes dans 1’alcool absolu.
* montage des coupes.
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o Coloration des fibres élastiques : Orcein
La coloration a I’Orcein permet de colorer les fibres élastiques en rouge.
Protocole :

* déparaffiner et réhydrater les coupes :
- lavage a I’Histosol® 2 x 3 minutes
- réhydratation 2 x 3 minutes avec de 1’éthanol absolu
- réhydratation 2 x 3 minutes avec de 1’éthanol a 95%
-lavage a I’eau distillée pendant 3 minutes
* Coloration pendant 30 minutes dans une solution acide/alcoolique d’Orcein a 1%
* Ringage avec I’eau distillée 2 x 3 minutes
* Immersion dans I’éthanol a 95% pendant 1 minute pour éliminer 1’exces de colorant puis 15
minutes dans I’éthanol absolu (les sections deviennent marrons pales)
* décoloration pendant 10 min dans la solution acide/alcoolique
* ringage sous un filet d’eau pendant 5 min
* déshydrater les coupes par immersions successives dans des bains d’alcool : 2 x 2 minutes
dans I’alcool a 95% puis 2 x 2 minutes dans 1’alcool absolu.
* montage des coupes.

e Coloration des fibres de collagene : rouge de Sirius

La coloration au rouge de Sirius permet de colorer les fibres de collagéne des organes
de souris adultes. Le rouge de Sirius est un colorant anionique réagissant avec le collagéne par
I’intermédiaire de ces groupements acides sulfoniques se fixant sur les groupements basiques
du collagene. Il en résulte une fixation du colorant parall¢le aux fibres de collagéne. Cette
fixation particuliere est a I’origine de la biréfringence du colorant permettant de visualiser le
collageéne en lumiére polarisée.

Protocole :

* déparaffiner et réhydrater les coupes :
- lavage a I’Histosol® 2 x 3 minutes
- réhydratation 2 x 3 minutes avec de 1’éthanol absolu
- réhydratation 2 x 3 minutes avec de 1’éthanol a 95%
- lavage a I’eau distillée pendant 3 minutes.
* coloration dans la solution de rouge picro-Sirius pendant lheure
* lavage a I’eau acide 2 x 30 secondes puis a 1’eau distillée
* immersion dans I’éthanol absolu 3 x 1 minute
* montage des coupes.
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Préparation des protéines membranaires a partir d’anneaux d’aorte de souris

D’apres le protocole décrit par (Kellermann et al., 1996).

Les tissus congelés sont homogénéisés dans un tampon imidazole 10 mM pH : 7,30 contenant
4 mM d’EDTA, 1 mM d’EGTA et 0,1 mM de phenylmethylsulfonyl fluoride. Apres
centrifugation a 5 000 g pendant 10 minutes, le surnageant est déposé sur un coussin de
sucrose a 20% et centrifugé pendant 90 minutes a 100 000 g. Le culot contenant les protéines
membranaires est mis en solution dans un tampon imidazole 10 mM pH : 7,30 contenant 75
mM de KCl, 5 mM de MgCl, et 1 mM d’EGTA.

Le dosage des protéines est réalisée par le kit : bicinchoninic acid (BCA) protein assay
(PIERCE).

Bindin

50 pl de tampon Tris 50 mM pH : 7,40 contenant 1nM de ligand radioactif et 100 nM
de ligand froid (non radioactif) sont ajoutés a 50 ul de préparation membranaires (environ 20
pg). Apres 30 minutes d’incubation, la réaction est stoppée par I’addition de 5 ml de tampon
Tris 10 mM pH : 7,40 froid. Les échantillons sont filtrés et la radioactivité retenue sur les
filtres est mesurée par un compteur 4 scintillation p ou un compteur y pour I'* (Packard).

Les ligands

Pour déterminer la quantité de récepteur 5-HT1B/1D : ['*°1]-GTI
Pour déterminer la quantité de récepteur 5-HT2A : ["H]-MDL100907
Pour déterminer la quantité de récepteur 5-HT2B : [*H]-LY266070

Calculs

La quantit¢ de radioactivité retenue sur le filtre permet de faire une évaluation
approximative du nombre de sites de fixation pour chaque récepteur (en fmol/mg) et pour
chaque aorte.

Cette approximation a été confirmé en réalisant une expérience de compétition a 1’aide

d’un pool des préparations membranaires de chaque groupe (les faibles quantités de protéines
ne permettent pas de faire cette expérience de compétition pour chaque échantillon d’aorte).
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e 1 a2 aortes de souris sont homogénéisées dans 300ul de tampon RIPA, a I’aide d’un
broyeur de type ULTRATURAX®, puis par 50 coups de piston dans un Potter” et
enfin par sonication (3 x 5 secondes).

Tampon RIPA : 10 mM Tris-HCL, pH : 7,4
10 pg/ml cocktail d’anti-protéases
10 mM NaF (fluoride de sodium)
1 mM orthovanadate
1 mM Pefabloc
1% NP-40

e apres centrifugation a 12000 rpm pendant 15 minutes a +4°C de 1’homogénat
tissulaire, le surnageant est prélevé pour analyse.

e Le dosage des protéines est réalisé par la méthode colorimétrique de Bradford a 1’aide
du kit de dosage Protein Assay de BIO-RAD.

e 50 pg de protéine sont mélangés a un volume équivalent de tampon de Laemmli (x 2)
puis séparé par électrophorése a I’aide d’un gel de polyacrylamide a 6%

Tampon de Laemmli (x 2) Gel de polyacrylamide 6 % (pour 5 ml)

125 mM Tris-HCI pH : 6,8 2,6 ml d’H,O

4 % SDS 1 ml de mélange d’acrylamide a 30%

2 % B-mercapto-ethanol 1,3 ml de Tris-HCI pH : 8,8

20 % glycérol 0,05 ml de SDS 10%

0,1 % bleu de bromophénol 0,05 ml d’ammonium persulfate a 10%
0,004 ml de TEMED

Tampon de migration (x5) Gel de « stacking » (pour 2 ml)

15,1 g de Tris-Base 1,4 ml d’H,O

94 g de glycine 0,33 ml de mélange d’acrylamide a 30%

50 ml de SDS 10% 0,25 ml de Tris-HCI1 pH : 6,8

H,0O gsp 1000 ml 0,02 ml de SDS 10%
0,02 ml d’ammonium persulfate a 10%
0,002 ml de TEMED

e Apres migration, les protéines contenues dans le gel de polyacrylamide sont
transférées par électrophorése sur une membrane de nitrocellulose (PROTRAN)
pendant 1h30 a 100 mA.

Tampon de transfert (pour 1,5 litre)
4,35 g de glycine

8,7 g de Tris-Base

2,62 ml de SDS 20%

300 ml de méthanol

H,Ogsp 1,51

97



L’incubation pendant quelques secondes dans une solution de Rouge Ponceau permet
de vérifier I’efficacité du transfert et de contrdler la quantité de protéine.

La membrane est transférée dans une solution de blocage pendant 30 minutes a
température ambiante et sous agitation.

Solution de blocage

5 % de poudre de lait écrémé
10 mM de Tris pH : 7,5

100 mM NacCl

0,1 % Tween 20

La membrane est ensuite incubée avec la solution d’anticorps primaire dilué dans la
solution de blocage, pendant une nuit a 4°C et sous agitation.

- Anti-eNOS (BD Transduction Laboratories), polyclonal de lapin : dilution 1 : 500
- Anti-iNOS (Santa Cruz biotechnology), monoclonal de souris : dilution 1 : 200
- Anti-vimentine (Santa Cruz biotechnology), polyclonal de chévre : dilution 1 :100

La membrane est ensuite lavée dans le tampon de lavage (idem tampon de blocage
mais sans le lait) 3 x 10 minutes a température ambiante sous agitation, puis incubée
pendant 2 heures a température ambiante avec 1’anticorps secondaire

- Anti-IgG de lapin, couplé a la peroxydase : dilution 1 :5000
- Anti-IgG de souris, couplé a la peroxydase : dilution 1 :2000
- Anti-IgG de chévre, couplé a la peroxydase : dilution 1 :1000

Apres lavage 3 x 10 minutes, la présence d’anticorps sur la membrane est révélée
grace au kit SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate (PIERCE)

permettant de visualiser 1’activité peroxydase par chimiluminescence.

L’exposition de la membrane a un film photo permet d’obtenir une image de la
protéine spécifiquement révélée par la réaction de chimiluminescence.

La densit¢ des bandes est mesurée par un scanner GS-700 Imaging Densitometer
(BIORAD) couplé a un programme d’analyse d’image.
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Principe

L’activité des nitric oxide synthases peut €tre évaluée en mesurant de fagon indirecte
la quantité de monoxyde d’azote produite par un homogénat de protéines a partir d’un substrat
radiomarqué. La réaction de syntheése du NO est la suivante :

NH, NH, * NH, 0
NH NH
’ Nitric Oxide Synthase ‘
»> + NO
(Heme, O2, NADPH,
FAD, FMN, Calmoduline,
Tétrahydrobioptérine)
NH,* COO- NH,* COO-
L-arginine L-citrulline

Figure 30 : Conversion biochimique de la L-arginine en L-citrulline

Le dosage est basé sur la conversion enzymatique de [*HJ-arginine en [*H]-citrulline.
Cette conversion nécessite la présence de cofacteurs dans le milieu réactionnel tel que le
NADPH, le FAD, la tétrahydrobioptérine (BH4), I’oxygéne et optionnellement le FMN et la
calmoduline, cette derniére se trouvant déja en quantité suffisante dans ’homogénat tissulaire.
Le substrat de la réaction, la [*H]-arginine, est chargé positivement tandis que la [*H]-
citrulline est neutre a pH=5,5. Cette différence de charge permet de séparer le substrat du
produit de la réaction a ’aide d’une résine échangeuse d’ion. La [*H]-citrulline éluée est
ensuite dosée par un compteur a scintillation. L’activité enzymatique NOS est exprimée en
pmol de [*H]-citrulline formée par mg de protéines totale dans I’homogénat tissulaire et par
minute. Cette méthode permet de distinguer les activités des NOS constitutives, calcium-
dépendantes, de I’activité de la NOS inductible, ne nécessitant pas la présence de calcium. Le
dosage de I’activité NOS totale en présence de calcium et de I’activité iNOS en absence de
calcium sur un méme échantillon permet de calculer par soustraction [’activit¢é NOS
constitutive (endothéliale + neuronale). Le dosage de 1’activité enzymatique en présence d’un
inhibiteur des NOSs (L-NA) permet d’évaluer I’activité non-spécifique, qui sera soustraite de
I’activité totale, pour déterminer 1’activité spécifique. Enfin, un traceur est ajouté a la réaction,
la ["*C]-citrulline, permettant de corriger le rendement d’extraction de la [*H]-citrulline par la
résine échangeuse d’ion.
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Procédure : dosage de activité basale dans les aortes de souris

e 2 a 3 aortes de souris sont homogénéisées dans 300ul de tampon A, a I’aide d’un
broyeur de type ULTRATURAX®, puis par 50 coups de piston dans un Potter” et
enfin par sonication (3 x 5 secondes).

Tampon A : 50 mM Tris-HCI, pH : 7,4
10 pg/ml cocktail d’anti-protéases
1 mM DTT
0,1 mM EDTA
0,1 mM EGTA
ImM Pefabloc
1% NP-40

e apres centrifugation a 12000 rpm pendant 15 min a +4°C de ’homogénat tissulaire, le
surnageant est prélevé pour analyse.

e 60 pl de surnageant est ajouté a 200 pl de tampon réactionnel (1,2, 3 et 4)

Tampon commun :

50 mM Tris-HCI, pH : 7,4

I mM DTT

10 uM L-arginine (non radioactive)

1 uCi L-[2,3,4,5-3H]-arginine (Amersham), traceur de la réaction

0,02 pCi ["*C]-citrulline (Perkin-Elmer), traceur de I’extraction par la résine
1 mM NADPH

300 nM calmoduline

100 uM BH4

10 uM FAD

Tampon 1: Tampon commun + 1 mM L-NA + 2 mM CaCl,

Tampon 2: Tampon commun + 2 mM CaCl,

Tampon 3: Tampon commun + 1 mM L-NA + 0,5 mM EDTA + 0,5 mM EGTA
Tampon 4: Tampon commun + 0,5 mM EDTA + 0,5 mM EGTA

e Incubation 30 minutes a 37°C

e La réaction est stoppée par 1’addition de Iml de tampon d’équilibration (20 mM Hepes
pH:5,5 + 2 mM EDTA + 2 mM EGTA) contenant 500 mg de résine DOWEX"™
50WX8-200. L’échange ionique se fait pendant 5 minutes en agitant les tubes de
réactions a 4°C.

e Apres centrifugation a 12000 rpm pendant 5 minutes a 4°C, le surnageant est transféré
dans des tubes contenant 10 ml de liquide de scintillation (READY SAFE ™) et les
quantités de radioactivité [3H] et [14C] sont comptées sur un compteur a scintillation
LS 6000 (BECKMAN).

e Le dosage des protéines est réalisé par la méthode colorimétrique de Bradford a 1’aide
du kit de dosage Protein Assay de BIO-RAD
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Calcul des activites NOS

Chaque échantillon de protéines est dosé en dupliqua pour chacun des tampons 1, 2, 3
et 4. Les valeurs obtenues avec les tampons 1 et 2 permettent de calculer 1’activité NOS totale
spécifique (2-1). Les valeurs obtenues avec les tampons 3 et 4 permettent de calculer I’activité
NOS inductible spécifique (4-3). L’activité NOS constitutive (eNOS et nNOS) est déduite des
valeurs précédentes. Les valeurs d’activité sont normalisées par la valeur du dosage de
protéine.

Les controles
Des échantillons contrdles, sans protéines, sont utilisés pour tester 1’efficacité
d’échange de la résine. Cette derniére ne doit pas retenir plus de 5% de la [*H]-arginine et

moins de 60% de la ["*C]-citrulline (95% en théorie mais la résine posséde un volume mort
important, d’ou I’intérét de la ['*C]-citrulline afin de calculer le rendement d’extraction).

Tous les résultats sont représentés par la moyenne du groupe + 1’écart standard a la
moyenne (sem) et les analyses statistiques ont été réalisées a 1’aide du logiciel STAVIEW.

Pour comparer différents groupes nous avons utilis€¢ le test de comparaison des
variances (ANOVA). Plus spécifiquement, pour I’analyse des phases d’hypertension et des
phases nocturnes et diurnes pour la radio-télémétrie, nous avons comparé des valeurs
compactées correspondant aux différentes phases.

Pour évaluer I’existence d’une corrélation significative entre deux parameétres, nous
avons utilisé le test Z de corrélation et le test de sphéricité de Bartlett.

La significativité des différents tests est définie pour une valeur de p<0,05.
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Reésultats
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Effet de I’ovariectomie
sur le phénotype cardiovasculaire des

souris femelles knock-out pour le récepteur S-HT2B
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« For every complex human problem there is a neat and simple answer that is wrong... » -
H.L. Mencken

Comme nous 1’avons décrit précédemment les souris knock-out (KO) pour le récepteur
5-HT2B présentent a 1’age adulte une cardiomyopathie dilatée de sévérité variable en fonction
du genre. En effet les femelles KO, bien que possédant des anomalies histopathologiques
cardiaques, ne présentent pas d’anomalie fonctionnelle cardiaque détectable. A 1’inverse, le
phénotype des males KO se caractérise par une augmentation des diametres ventriculaires
systolique et diastolique (DTS et DTD) accompagnée d’une diminution de la fraction de
raccourcissement (FR) mesurée par échocardiographie (Nebigil et al., 2001b). De plus, des
données non publié¢es (C. Nebigil) (Figure 31) concernant le rapport de poids de cceur/poids
du corps montrent que ce parametre est significativement diminué (p<0,05, n=7-10, ANOVA)
chez les males et les femelles KO par rapport a leur controles respectifs males et femelles
sauvages (Wild type : WT), a ’4ge de 6 semaines. Mais a 1’age de 12 semaines, seuls les
males KO conservent une différence significative par rapport aux males WT tandis que les
femelles KO sont indistinguables des femelles WT concernant le rapport poids de cceur/poids
de corps. Les femelles semblent donc capables de compenser une anomalie cardiaque entre
I’4ge de 6 et 12 semaines, alors que les males KO pour le récepteur 5-HT2B n’en sont pas
capables.

NS : non significatif

* p<0,05, WT/KO
(n=7-10)

B méile WT
O male KO
M femelle WT
B femelle KO

Rapport poids deceur/poids de corps (%)

6 semaines 12 semaines

Figure 31 : Evolution du rapport poids de cceur/poids de corps chez les
souris KO pour le récepteur 5-HT2B par rapport aux souris
WT, en fonction du genre (* p<0,05, n=7-10, test ANOVA)
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L’ovariectomie des souris femelles WT et KO pour le récepteur 5-HT2B, a ’age de 4
semaines, supprime la source principale d’hormones sexuelles et donc d’oestrogénes, dont
nous avons décrit précédemment le rdle protecteur vis-a-vis des pathologies cardiovasculaires.
En comparant le phénotype cardiovasculaire des femelles sauvages (WT) et knock-out (KO),
ovariectomisées (ovx) par rapport aux souris controles non ovariectomisées (sham), nous
avons examiné 1’effet du retrait des hormones ovariennes sur les fonctions cardiovasculaires
de ces souris. Cette expérience nous a permis de déterminer si ces hormones ovariennes sont
des facteurs de protection dans la cardiomyopathie dilatée induite par la délétion du récepteur
5-HT2B.

La mesure des parametres échocardiographiques a été réalisée a 6 semaines, 8§ semaines
et 13 semaines, soit 2, 4 et 9 semaines apres 1’ovariectomie.

Les femelles agées de 6 semaines présentent des différences morphologiques
provoquées par I’ovariectomie. En effet, les diamétres ventriculaires gauches télé systolique et
télé diastolique sont significativement augmentés (p<0,05, n=6-7, ANOVA) chez les femelles
WT ovariectomisées et KO ovariectomisées par rapport a leurs controles sham respectifs.
Cependant ces diameétres ne sont pas significativement différents entre les femelles WT et les
femelles KO. Ces résultats démontrent que la suppression des hormones ovariennes induit un
remodelage cardiaque de type dilatation, mais indépendamment de la présence ou I’absence
du récepteur 5-HT2B. Par ailleurs, les autres paramétres morphologiques tels que les
épaisseurs de parois (paroi postérieure et septum) ou le diametre de 1’aorte restent inchangés
quelques soient le génotype ou le statut hormonal des femelles. L’augmentation des diameétres
ventriculaires gauches a pour conséquence une augmentation significative (p<0,05, n=6-7,
ANOVA) de la masse ventriculaire gauche (MVG) calculée (Figure 32) chez les femelles
ovariectomisées par rapport aux femelles sham quelque soit le génotype des souris.

Les parameétres fonctionnels tels que la fraction de raccourcissement, la fraction
d’¢jection ou le débit cardiaque ne sont modifiés ni par la délétion du récepteur 5-HT2B, ni
par I’ovariectomie (Figure 32 et Tableau IV).

En résumé, I’effet de deux semaines d’ovariectomie induit une augmentation de la
taille du cceur de type dilatation sans hypertrophie (épaisseurs de paroi inchangées) n’ayant
aucune conséquence sur la fonction cardiaque.

Les mesures réalisées deux semaines plus tard, a I’age de 8 semaines, se caractérisent
par une disparition des différences morphologiques causées par ’ovariectomie chez les
femelles WT mais pas chez les femelles KO. En effet, les diamétres ventriculaires gauches
(télé systolique et télé diastolique) et la masse ventriculaire gauche (MVG) calculée se sont
normalisés chez les femelles WT tandis que la MVG reste significativement plus élevée
(p<0,05, n=6-10, ANOVA) chez les femelles KO ovariectomisées par rapport aux femelles
KO sham. De plus, il n’existe aucune différence entre la MVG des femelles WT sham et des
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femelles KO sham. Enfin, tous les autres paramétres restent inchangés quelque soit le
génotype ou le statut hormonal des femelles.

Tableau IV : Paramétres échocardiographiques a 6, 8 et 13 semaines chez

les femelles

ovariectomisées (0vx) ou pas (sham)

WT et KO pour le récepteur 5-HT2B,

6 semaines (n=6-7) WT sham WT ovx KO sham KO ovx
Diamétre Télé Systolique (mm) 1,35+ 0,06 1,82 £0,04 * 1,48 £0,17 1,87 £0,15 *
Diameétre Télé Diastolique (mm) 2,67+0,11 3,05£0,07* 2,68 £0,09 3,11+0,10*
Fraction de Raccourcissement (%) 49+2 40+ 1 45+ 6 40+ 4
Fraction d’Ejection (%) 74+2 64 +1 68+7 63+4
Fréquence cardiaque (bpm) 298 + 19 287 + 26 285+ 26 270 £16
Paroi Postérieure (mm) 0,55+0,03 0,62 +0,02 0,53 +£ 0,04 0,64 + 0,05
Septum (mm) 0,69 £+ 0,02 0,77 £0,03 0,74 +0,03 0,81 +£0,02
diamétre aorte (cm) 0,98 + 0,04 1,01 £0,04 0,96 +0,01 0,95 +0,05
Intégrale Temps Vitesse (cm) 7,73 £0,45 7,63 +0,72 8,88 +£0,61 930+0,45"
débit cardiaque (ml/min) 1776 + 240 1726 £ 193 1835+ 252 1763 + 180
Volume d’Ejection Systolique (ml) 6,0+0,7 6,2+0,8 6,4+0,5 6,7+0,8
Masse Ventriculaire Gauche (MVG) (mg) 43,4+3,6 62,4 +£3,7* 453 +4,1 68,8 £4,6 *
Poids (g) 159+0,5 18,0£0,5 * 132+0,5" 154 +02 *
MVG/poids (mg/g) 2,7+0,2 3,5+0,2 3,4+0,2 45+0,3

8 semaines (n=6-10) WT sham WT ovx KO sham KO ovx
Diamétre Télé Systolique (mm) 1,91 +£0,10 2,12+0,14 1,78 £ 0,19 1,94 £ 0,08
Diamétre Télé Diastolique (mm) 3,00+£0,13 3,18+ 0,10 2,91+0,13 3,01+0,10
Fraction de Raccourcissement (%) 362 34+3 39+4 35+3
Fraction d’Ejection (%) 59+3 55+4 62+5 58+4
Fréquence cardiaque (bpm) 301+ 17 324 +17 288 +20 328+ 14
Paroi Postérieure (mm) 0,59 + 0,04 0,64 £ 0,03 0,63 £0,06 0,74 +£ 0,06
Septum (mm) 0,73 £0,04 0,71 £0,04 0,68+0,05 0,84+0,03 *
diamétre aorte (cm) 1,02 £0,03 1,11 £0,04 1,02 £ 0,05 1,06 £ 0,05
Intégrale Temps Vitesse (cm) 7,75+0,41 7,23 £0,55 7,41 +0,47 7,02 +0,27
débit cardiaque (ml/min) 1809 + 78 1740 +£410 1659 + 149 2077 £ 164
Volume d’Ejection Systolique (ml) 6,3+0,5 6,9+0,3 6,0+£0,3 6,2+0,6
Masse Ventriculaire Gauche (MVG) (mg) 56,9 +4,1 65,2 +5,0 55,2+0,5 74,0 £0,5 *
Poids (g) 16,9 +£0,2 18,8 +£0,7 15,5+0,2 17,0 £0,3
LVM/poids (mg/g) 3,1+0,2 3,9+0,2 3,0+0,4 44+04*
13 semaines (n=6-12) WTsham WTovx KO sham KO ovx
Diamétre Télé Systolique (mm) 1,79 +£0,15 1,78 £ 0,16 1,74 £ 0,15 2,03 +£0,08
Diamétre Télé Diastolique (mm) 2,88 £0,15 3,02+0,12 2,82+0,11 3,36+0,09
Fraction de Raccourcissement (%) 38+3 42+4 39+4 40+2
Fraction d’Ejection (%) 61+4 65+4 61£5 63+2
Fréquence cardiaque (bpm) 269 £12 310 +18 294 £ 13 310+ 12
Paroi Postérieure (mm) 0,72 £0,05 0,67 £0,04 0,69 £ 0,03 0,63 +£0,02
Septum (mm) 0,90 = 0,06 0,91 £ 0,06 0,87 £ 0,06 0,83 +£0,02
diamétre aorte (cm) 1,09 + 0,03 1,14+ 0,02 1,11 +0,03 1,21 £0,04 *
Intégrale Temps Vitesse (cm) 5,61+ 0,54 6,22 £0,48 6,58 £ 0,56 6,99 £ 0,26
débit cardiaque (ml/min) 1634 + 145 2223 £274 1898 +£ 294 2564 + 138
Volume d’Ejection Systolique (ml) 5,8+0,3 7,3+0,3 6,6+1,2 7,8+0,8
Masse Ventriculaire Gauche (MVG) (mg) 73,8+ 11,2 75,0 £6,7 66,6 £5,7 79,3 +5,1
Poids (g) 20,9+0,6 229+1,1 199+1,2 21,7+0,8
MVG/poids (mg/g) 2,8+0,4 2,7+0,2 2,7+0,4 3,6+0,3
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* p<0,05 entre sham et ovx : effet de I’ovariectomie (test ANOVA)
# p<0,05 entre WT et KO : effet de la délétion du récepteur 5S-HT2B (test ANOVA)

Age Masse ventriculaire Fraction d’éjection (%)
gauche calculée (mg)

%0 NS
80
70|
8 60 |
= 50
‘s 40
= 30
z 0
A 0
%
o — 80 NS
70
70
» 60 60
g 50 50
= 40 40
E 30 30
@ 20 20
o0 10 10
0 0|
90 NS
80 | 80 NS
70 70 |
s 60 | 60 4
= 50 50 |
] 40 40
g 30 30 4
] 20 | 20
Q 10 | 10
0| 0

NS : non significatif
* p<0,05 sham/ovx (n=6-12)
Test ANOVA

WT sham WTovx KOsham KO ovx

Figure 32 : Cinétique d’évolution de parametres échocardiographiques
morphologique (masse ventriculaire gauche calculée) et
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fonctionnel (fraction d’éjection) chez les femelles WT et KO

pour le récepteur 5-HT2B, ovariectomisées (ovx) ou pas (sham)

A I’age de 13 semaines, la MVG ne présente plus aucune différence entre les quatre
groupes de femelles étudiées. L’effet de I’ovariectomie a donc disparu aussi bien chez les
femelles WT que les chez les femelles KO pour le récepteur 5-HT2B. Deux différences
persistent cependant : d’une part le diameétre télé diastolique est plus élevé chez les femelles
KO ovariectomisées par rapport aux femelles WT ovariectomisées et d’autre part le diameétre
de l’aorte est significativement augmenté chez les femelles KO ovariectomisées par rapport a
leurs contréles sham. Ces derni¢res données indiquent que la compensation vis-a-vis des
effets de I’ovariectomie n’est pas encore totale a 1’dge de 13 semaines chez les femelles KO
pour le récepteur 5-HT2B.

Il est intéressant de mentionner que la masse ventriculaire gauche des femelles
ovariectomisées (KO ou WT) agées de 6 semaines n’augmente quasiment pas jusqu’a ce
qu’elles atteignent 1’age adulte. A 1’inverse, la masse ventriculaire gauche des femelles sham
augmente progressivement jusqu’a atteindre sa taille adulte a 13 semaines.

L’¢tude cinétique des parametres échocardiographiques aprés ovariectomie a permis
de mettre en évidence un remodelage cardiaque de type dilatation sans hypertrophie
s’accompagnant d’une augmentation de la masse ventriculaire gauche chez les souris
femelles. Cependant ce remodelage cardiaque n’est associé a aucune modification
fonctionnelle cardiaque et disparait lorsque les souris atteignent 1’dge de 13 semaines. Par
ailleurs ce remodelage est similaire quelque soit le génotype des femelles, mais semble étre
compensé plus rapidement chez les femelles WT que chez les femelles KO puisque des
différences subsistent a 8 semaines chez les femelles KO mais pas chez les femelles WT.

En conclusion, la suppression des hormones ovariennes chez les femelles mutantes
pour le récepteur 5-HT2B ne permet pas d’induire un phénotype cardiaque spécifiquement
caus¢ par cette mutation et similaire a celui des males mutants pour le récepteur 5S-HT2B. En
effet, nous n’avons jamais observé de réduction de la fraction de raccourcissement chez les
femelles malgré 1’augmentation des diametres ventriculaires gauches.

Afin de mieux comprendre les effets de 1’ovariectomie sur les fonctions
cardiovasculaires des femelles WT et KO pour le récepteur 5-HT2B, nous avons mesuré de
facon non-invasive chez les souris vigiles, la pression artérielle systolique (PAS) au niveau de
I’artére caudale ainsi que la fréquence cardiaque. De méme que pour les parameétres
échocardiographiques, nous avons réalisé une cinétique en commengant a I’age de 8 semaines
au lieu de 6 semaines, la taille des souris étant trop petite et donc mal adaptée au systeme de
mesure avant I’age de 8 semaines.

Quatre semaines apres I’ovariectomie, la PAS est significativement réduite (p<0,05 ;
n=7-12, ANOVA) chez les femelles ovariectomisées par rapport aux femelles sham quelque
soit leur génotype (WT ou KO) (Figure 33). Cependant cette différence, entre les femelles
ovariectomisées et les femelles sham, disparait chez les femelles WT a 1’dge de 10 semaines
tandis qu’elle persiste chez les femelles KO. De fagon remarquable, a I’age de 10 semaines la
PAS des femelles KO sham devient significativement plus élevée (p<0,05 ; n=7-12, ANOVA)
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que celle des femelles WT sham. Enfin a ’age de 12 semaines, toutes les différences imputées
a Dovariectomie ont disparu, aussi bien chez les femelles WT que les femelles KO.
L’augmentation de PAS des femelles KO sham par rapport aux femelles WT sham persiste a
I’age de 12 semaines mais disparait chez les femelles agées de 14 a 16 semaines. Quelque soit
la période examinée, nous n’avons jamais observé de différence significative concernant la
fréquence cardiaque entre les différents groupes étudiés (Figure 33).

En conclusion, 1’ovariectomie induit des modifications hémodynamiques, de type
hypotension, qui disparaissent avec 1’age, mais plus lentement dans le cas des femelles KO
pour le récepteur 5-HT2B. De plus, cette étude a permis de mettre en évidence le role du
récepteur 5-HT2B dans la régulation de la pression artérielle puisque les femelles KO
présentent une augmentation significative de la pression artérielle & 12 semaines. Cependant
cette différence reste transitoire puisque les valeurs de pression artérielle sont normalisées
chez les femelles KO agées de 14 a 16 semaines.

La sécrétion des hormones ovariennes commence entre la troisiéme et la quatrieme
semaine de vie chez la souris. La différence de genre concernant le phénotype cardiaque des
souris KO pour le récepteur est évidente a 1’dge de 12 semaines. En absence d’effet de
I’ovariectomie sur le phénotype cardiaque, spécifique du génotype, a 12 semaines chez les
femelles KO, nous avons posé I’hypothése que la différence entre les males et les femelles
KO pourrait apparaitre avant la puberté et serait donc indépendante de la sécrétion
d’hormones ovariennes. Sachant qu’il existe un période de létalité importante pendant la
premiére semaine de vie chez les souris KO pour le récepteur 5-HT2B, nous avons évalué le
sex ratio des animaux survivants afin de savoir si une éventuelle différence de genre a la
naissance pourrait avoir un retentissement sur la mortalité.

La comptabilité des naissances sur une période de 2 ans a permis de calculer un sex
ratio de 0,501 (femelle) / 0,499 (male), soit 400 femelles et 398 males KO pour le récepteur
5-HT2B. Il n’y a donc pas plus de femelles survivantes que de males survivants.

En conclusion, si il existe une différence de sévérité des anomalies cardiaques a la
naissance entre les males et les femelles KO pour le récepteur 5-HT2B, elle n’affecte pas la
1étalité des souris.

Afin de savoir si des différences anatomiques existent, avant la puberté, entre les
males et les femelles KO pour le récepteur 5S-HT2B, soit avant la mise en place de la sécrétion
des hormones sexuelles, nous avons examiné des coupes histologiques de cceurs inclus en
paraffine, de souris dgées de 2 semaines et colorées par la coloration trichrome de Mallory
(Figure34). Il n’existe pas de différence anatomique majeure entre les males et les femelles
WT d’une part, ni entre les méales et les femelles KO d’autre part. Cependant la
désorganisation des fibres musculaires cardiaques est évidence chez les males et les femelles
KO par rapport a leurs contrdles WT dont les fibres sont beaucoup plus compactes. De plus,
la réduction de la taille du cceur chez les souris KO par rapport aux souris WT est similaire
pour les males et les femelles. Par ailleurs, il n’existe pas de signe de dilatation ventriculaire
gauche chez les males KO a cet age. La différence apparente de coloration entre les coeurs
WT et KO est un artéfact provoqué par la fixation des organes.

109



En résumé, la différence de genre n’apparait pas avant 1’age de 2 semaines chez les
souris KO pour le récepteur 5-HT2B.

Age Pression artérielle Fréquence cardiaque
systolique (mmHg) (bpm)
*
140, — 600,
@ % NS
g | 5504
o p(
= 5004
= 450,
S 400
® 350
300/
#
*
8 140 600, NS
.E 5501
) 500
= 450
)
@ 400
=
— 350
300.
#
2 140, —— 600 NS
.E 550
< 500
= 450
)
@ 400/
a 350
3001
7]
g 140 650 NS
.; 135 | 600.
£ 130 NS 550
125]
v 500
@ 120 ]
© s 450
v 110 400
< 105 ] 350
A 100 ] 300

% p<0,05 (n=7-12, ANOVA) sham/ovx

# p<0,05 (n=7-12, ANOVA) WT/KO
WT sham WTovx KOsham KO ovx NS non significatif

Figure 33 : Cinétique d’évolution de la pression artérielle systolique et de la
fréquence cardiaque apreés ’ovariectomie chez les femelles WT
et KO pour le récepteur S-HT2B
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Femelle WT

Mile KO Femelle KO

Figure 34 : Sections de coeur de souris agées de 2 semaines, inclus en
paraffine et colorées par la coloration trichrome de Mallory

La différence de genre concernant le phénotype des souris KO pour le récepteur 5-
HT2B apparait entre 1’age de 2 semaines et celui de 12 semaines. L’ovariectomie, réalisée a
I’age de 4 semaines, n’induit pas d’aggravation du phénotype cardiaque des femelles KO
donc les hormones ovariennes ne sont pas impliquées dans le phénotype moins sévére des
femelles par rapport aux male KO pour le récepteur S-HT2B.

Par ailleurs les femelles KO pour le récepteur 5S-HT2B présentent une augmentation
significative de la pression artérielle systolique qui, bien que temporaire, laisse supposer que
ce récepteur est impliqué dans la régulation de la pression artérielle.



Influence de la délétion du récepteur 5S-HT2B chez les
souris femelles dans ’hypertension induite par

inhibition de la synthése de monoxyde d’azote
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Les femelles mutantes (KO) pour le récepteur 5S-HT2B n’ont pas d’anomalie cardiaque
fonctionnelle, ni anatomique a I’age adulte par rapport aux femelles sauvages (WT). L’étude
de la régulation de la pression artérielle chez les femelles KO, plutdt que chez les males KO
présente donc un avantage pour I’interprétation des résultats puisque la fonction cardiaque
normale ne doit pas, a priori, influencer la régulation de la pression artérielle.

De plus I’¢élévation transitoire de la pression artérielle chez les femelles KO agées de
12 semaines nous a amené a suggérer un réle du récepteur 5-HT2B dans la régulation de la
pression artérielle de base. Les données présentées dans 1’introduction, concernant 1’activation
des NOS endothéliales par le récepteur 5-HT2B, nous ont conduit a faire I’hypothése que
cette régulation passerait par le contrdle de la libération de NO.

La pression artérielle systolique basale n’étant pas différente entre les femelles adultes
WT et KO pour le récepteur 5-HT2B, nous avons entrepris d’étudier la régulation de la
pression artérielle dans un modéle pathologique. C’est pourquoi nous avons induit le
développement d’une hypertension artérielle systémique chez les femelles WT et KO pour le
récepteur 5-HT2B par injection intra-péritonéale quotidienne d’un inhibiteur non sélectif des
NOSs, la N®-nitro-L-arginine (L-NA, 80 mg/kg), pendant 18 semaines. Cette méthode nous
permet a la fois d’étudier la régulation de la pression artérielle par le récepteur 5S-HT2B en
situation de stress et de mettre en évidence une interaction entre le récepteur 5-HT2B et la
synthese de NO, in vivo.

Par ailleurs, afin d’évaluer une interaction potentielle de la régulation de la pression
artérielle par le récepteur 5-HT2B avec les hormones ovariennes, nous avons comparé les
effets du L-NA chez les femelles sham et ovariectomisées pour chaque génotype. Enfin,
chaque groupe traité a la L-NA a été comparé a un groupe contrdle dont les femelles ont recu
quotidiennement un volume équivalent de véhicule (NaCl, 0,9%) par injection intra-
péritonéale. Pour la suite de 1’étude nous distinguerons donc les femelles WT et KO par les
lettres W et K, les femelles Sham et Ovariectomisées par les lettres S et O, et les femelles
ayant regu la L-NA par la lettre L, tandis que les femelles recevant le NaCl seront identifiées
par la lettre N. Les résultats seront présentés en pourcentage d’augmentation de la pression
artérielle systolique par rapport au groupe contrdle correspondant, recevant le NaCl.
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L’induction de I’hypertension réalisée pendant 18 semaines a permis d’identifier deux
phases chez les femelles WT sham traitées a la L-NA (WSL) (Figure 35A).

En effet apres une phase rapide d’augmentation de la pression artérielle pendant les 5
premicres semaines de traitement, nous observons une phase de stabilisation des valeurs de
pression artérielle systolique (PAS) pendant 4 semaines (semaines 5 a 9). C’est la phase I,
correspondant a 12 % d’augmentation de la PAS chez les femelles WSL par rapport aux
femelles WT sham contréles (WSN).

A partir de la 9™ semaine de traitement, la PAS se met & nouveau a augmenter
jusqu’a la semaine 13 ou nous observons une deuxiéme phase de stabilisation jusqu’a la fin du
traitement d’induction. C’est la phase II, correspondant a 24 % d’augmentation de la PAS
chez les femelles WSL par rapport aux femelles WSN. Il existe une différence significative
(p<0,001, n=7, ANOVA) entre les valeurs compactées de PAS de la phase I et de la phase 11
chez les femelles WSL.

L’augmentation de la pression artérielle induite par I’inhibition de la synthése de NO
chez les femelles WT sham semble donc étre bloquée, de facon transitoire, pendant la phase I,
avant de reprendre pour atteindre des valeurs d’hypertension plus sévere dans la phase II.

A I’'inverse des femelles WT sham hypertendues (WSL), le traitement inhibiteur des
NOSs induit une augmentation de la PAS chez les femelles KO sham (KSL) qui se caractérise
par une seule phase d’hypertension a partir de la semaine 5 et jusqu’a la fin du traitement.

En effet, il n’y a pas de différence significative (test ANOVA) entre les valeurs
compactées de pression artérielle systolique des semaines 5 a 9 (phase I des femelles WT) et
celles des semaines 13 a 18 (phase II des femelles WT). L hypertension des femelles KSL
correspond a 17 % d’augmentation de la PAS par rapport aux femelles sham contréles KSN
(Figure 35B). De facon remarquable 1’hypertension des femelles KSL est significativement
plus élevée que la phase I des femelles WT qui est de 12 % (p<0,005, n=7-8, ANOVA) et
significativement plus basse que la phase II des femelles WT qui est de 24 % (p<0,001, n=7-
8, ANOVA).

En résumé, le récepteur 5-HT2B est absolument indispensable au développement,
selon un mode biphasique, de 1’hypertension artérielle induite par inhibition des NOSs. De
plus le récepteur 5-HT2B semble avoir un réle protecteur vis-a-vis de I’augmentation de la
PAS induite par inhibition des NOS puisque les femelles KO sham présentent une
augmentation plus précoce et plus sévere de la pression artérielle systolique par rapport aux
femelles WT sham au début de I’induction de I’hypertension. A D’inverse, 1’absence du
récepteur 5-HT2B confére une protection vis-a-vis de I’hypertension a long terme, induite par
la L-NA.
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Cinétique d’induction de Dhypertension artérielle par
inhibition chronique des NOSs chez les femelles WT et KO
pour le récepteur S-HT2B

(WSL : Femelles WT sham traitées a la L-NA ; KSL : Femelles KO sham
traitées a la L-NA ; n=6-8, test ANOVA, p<0,05)
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Chez les femelles WT, I’ovariectomie ne modifie pas le profil général de 1’induction
de I’hypertension artérielle avec ses deux phases. Cependant nous remarquons que la
deuxiéme phase de I’hypertension chez les femelles WT ovariectomisées (WOL) est
significativement plus faible (moins 30%, p<0,05, n=6-7, ANOVA sur valeurs compactées)
que la phase II de I’hypertension chez les femelles WT sham (WSL), tandis que les phases |
sont strictement superposables pour les deux groupes (Figure 36A). Ce résultat suggére que
I’ovariectomie protége les femelles WT vis-a-vis de I’hypertension induite par la L-NA dans
la phase II uniquement.

Dans le cas des femelles KO pour le récepteur 5-HT2B, I’ovariectomie ne modifie pas
non plus le profil général de I’hypertension avec une seule phase. Elle posséde également un
pouvoir protecteur vis-a-vis de 1’hypertension puisque I’augmentation de pression artérielle
des femelles KO ovariectomisées (KOL, environ 9% d’augmentation par rapport au contrdle
KON) est quasiment diminuée de moitié par rapport aux femelles KO sham (KSL, 17 %
d’augmentation par rapport au controle KSN) sur toute la période de stabilisation de la
pression artérielle systolique (p<0,0005, n=6-8, ANOVA sur valeurs compactées) (Figure
36B).

Enfin, si on compare les femelles WT ovariectomisées (WOL) et les femelles KO
ovariectomisées (KOL), on remarque que la pression artérielle systolique des femelles KOL
n’est pas significativement différente de celle des femelles WOL dans la phase I mais elle
devient significativement différente de la pression artérielle systolique des femelles WOL
dans la phase II de I’hypertension induite par la L-NA (p<0,0001, n=6-8, ANOVA sur valeurs
compactées) (Figure 36C).

En conclusion, I’ovariectomie induit une diminution des valeurs de pression artérielle
systolique dans la phase II du mod¢le d’hypertension par inhibition des NO synthases chez les
femelles WT mais indépendamment du récepteur 5-HT2B puisque les femelles KO
ovariectomisées présentent également cette diminution de pression artérielle.
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Figure 36 : Effet de I’ovariectomie sur I’hypertension artérielle induite par

inhibition chronique des NOSs chez les souris WT et KO pour
le récepteur 5-HT2B

(WSL : Femelles WT sham traitées a la L-NA ;WOL: Femelles WT
ovariectomisées traitées a la L-NA ; KSL : Femelles KO sham traitées a la L-
NA ; KOL : Femelles KO ovariectomisées traitées a la L-NA n=6-8, test
ANOVA)
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(Figure 37)

L’induction de I’hypertension par inhibition de la synthése de NO ne produit que peu
de modifications au niveau de la morphologie et de la fonction cardiaque. D’une part, les
paramétres morphologiques cardiaques tels que les épaisseurs de paroi (septum et paroi
postérieure) reste inchangés apres induction de I’hypertension par rapport aux contrdles non
hypertendus. Par ailleurs ces parameétres ne sont pas non plus influencés par le génotype des
femelles, ni par leur statut hormonal (ovx ou sham).

Concernant les diameétres ventriculaires gauches, seul le diametre télé systolique
(DTS) est modifi¢ tandis que le diametre télé diastolique (DTD) est inchangé parmi les huit
groupes étudiés. Le DTS diminue significativement (p<0,05, n=6-8, ANOVA) avec le
traitement hypertenseur chez les femelles sham WT et KO (WSL et KSL) par rapport a leurs
controles normotendus (WSN et KSN). A I’opposé le DTS ne diminue pas avec le traitement
par la L-NA chez les femelles ovariectomisées. En effet le DTS des femelles ovariectomisées
est déja diminué en absence de traitement par rapport a celui des femelles sham, mais de
facon non significative.

L’hypertension induite par la L-NA diminue donc sélectivement le diametre télé
systolique mais indépendamment du génotype et uniquement en présence d’hormones
ovariennes. Cette modification de la fonction systolique s’accompagne d’une augmentation
significative de la fraction d’éjection (FE) et de la fraction de raccourcissement (FR) chez les
femelles sham hypertendues (WT et KO) par rapport aux femelles normotendues (WT et KO),
indépendamment du génotype. De méme que pour le DTS, I"ovariectomie n’induit aucune
différence significative pour ces deux paramétres entre les femelles hypertendues ou
normotendues.

Les autres parametres échocardiographiques sont inchangés parmi les huit groupes
étudiés, a I’exception d’une augmentation significative (p<0,05, n=6-8, ANOVA) de la masse
ventriculaire gauche rapportée au poids du cceur, entre les femelles WT ovariectomisées
hypertendues (WOL) et les femelles KO ovariectomisées hypertendues (KOL). Enfin, des
différences apparaissent au niveau du diametre de l’aorte puisqu’il augmente de facon
significative (p<0,05, n=6-8, ANOVA) chez les femelles WT sham hypertendues (WSL) par
rapport a leur contréles normotendus (WSN). Cette augmentation est spécifique du génotype
puisqu’elle ne survient pas dans le cas des femelles KO sham (KSL versus KSN) et elle est
¢galement spécifique du statut hormonal puisqu’elle ne survient pas non plus dans le cas des
femelles sauvages ovariectomisées (WOL versus WON).

En résumé, I’hypertension induite par inhibition des NO synthases entraine des
modifications des parametres échocardiographiques chez les femelles sham mais pas chez les
femelles ovariectomisées, indépendamment du génotype et donc du récepteur 5S-HT2B.

L’ovariectomie ne donne donc pas de phénotype particulier chez les femelles KO par
rapport aux femelles WT tant au niveau de la régulation de la pression artérielle qu’au niveau
de la fonction cardiaque. Par conséquent pour la suite de notre étude, nous nous attacherons a
¢lucider les effets observés chez les animaux non ovariectomisés afin de mieux comprendre le
role du récepteur 5-HT2B dans le modele d’hypertension induit par inhibition des NOSs.
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Figure 37 :

+ p<0,050/S

Paramétres échocardiographiques mesurés chez les femelles
normotendues (N) ou hypertendues par inhibition des NOSs
(L), WT et KO pour le récepteur 5S-HT2B, ovariectomisées (O)

ou non (S)

(DTD : diametre télé diastolique ; DTS : diamétre télé systolique ; MVG :
masse ventriculaire gauche ; FR : fraction de raccourcissent ; FE : fraction
d’¢jection ; p<0,05, n=6-8, ANOVA)
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Puisque les femelles sauvages développent deux phases hypertensives, nous avons
émis I’hypothése que la deuxiéme phase pourrait étre la conséquence de modifications
vasculaires de type remodelage caractérisées habituellement par le développement d’une
fibrose péri-vasculaire, au niveau de l’adventice et par la prolifération des cellules
musculaires lisses de la media des vaisseaux. Afin d’évaluer ces potentielles modifications,
nous avons observé la morphologie des vaisseaux coronaires et des glomérules rénaux qui
sont habituellement les premiers sites atteints par le remodelage induit par [’hypertension
artérielle.

La coloration trichrome de Mallory (Figure 38A) des vaisseaux coronaires permet de
visualiser en bleu intense 1’adventice des vaisseaux, qui ne présente aucune différence entre
les animaux hypertendus (WSL et KSL) et normotendus (WSN et KSN). Par ailleurs,
I’épaisseur de la média n’est pas modifiée par I’hypertension suggérant [’absence de
prolifération des cellules musculaires lisses.

La coloration au rouge Sirius (Figure 38C) des glomérules rénaux permet d’identifier
les zones de fibroses en rouge trés intense en lumiére visible, et en jaune, en lumiére
polarisée. Les glomérules rénaux ainsi que les micro-vaisseaux a proximité ne présentent
aucune fibrose quelques soient les groupes étudiés. Les images en lumicre polarisée ne sont
pas présentées puisque 1’absence de fibrose se traduit par I’absence de réfraction de la lumicre
et donc une image totalement noire. Par ailleurs aucun remodelage n’a été observé chez les
femelles KO pour le récepteur 5S-HT2B, que se soit avec ou sans traitement hypertenseur.

La structure des artérioles et des glomérules rénaux n’est donc pas altérée par
I’hypertension induite par inhibition des NOSs malgré les valeurs de pression élevées. Un
remodelage vasculaire ou une atteinte rénale ne sont donc pas associés au développement de
I’hypertension chez les femelles sauvages ou knock-out. Le récepteur 5-HT2B n’influence
donc pas, a priori, I’anatomie des vaisseaux coronaires ou de I’appareil rénal chez les souris
femelles.

L’analyse de la structure de I’aorte grace a la coloration des fibres élastiques par
I’orcéine (Figure 38B) ou par microscopie électronique (Figure 38D) n’a révélé aucune
différence de structure due a la mutation du récepteur 5S-HT2B ou a I’hypertension induite par
la L-NA.

En conclusion, aucune modification de la structure générale des vaisseaux ou de leur
ultrastructure ne survient chez les femelles hypertendues (WT et KO) démontrant ainsi que le
modele d’hypertension induit par une inhibition chronique des NOSs n’est pas associé a un
phénomeéne de remodelage vasculaire majeur chez la souris. Par ailleurs la délétion du
récepteur 5-HT2B ne modifie pas a priori la structure des vaisseaux sanguins.
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A VAISSEAUX CORONAIRES

Figure 38 :

GLOMERULESRENAUX

Analyse histologique de la structure des vaisseaux chez les
femelles WT et KO pour le récepteur 5-HT2B, hypertendues
ou normotendues

(WSN: WT sham NaCl ; WSL: WT sham L-NA; KSN: KO sham NaCl;
KSL: KO sham L-NA; — : artériole rénale)



La pression artérielle dépend non seulement de la structure des vaisseaux mais aussi de
leur tonicité. Au niveau vasculaire, plusieurs sous-types de récepteurs de la sérotonine sont
exprimés : principalement les récepteurs 5-HT2B, 5-HT2A et 5-HT1B/1D et plus faiblement
les récepteurs 5-HT7 et 5-HT4. Les récepteurs 5S-HT2B et 5-HT1B/1D sont exprimés a la fois
dans les cellules musculaires lisses et dans 1’endothélium tandis que le récepteur 5-HT2A a
une expression restreinte au muscle lisse. A I’aide d’expériences de liaisons nous avons
é¢valué¢ I’expression de chacun de ces sous-types dans 1’aorte des souris WT et KO,
hypertendues ou non (Figure 39A).

On remarque d’abord que I’expression du récepteur 5-HT2B n’est pas modifiée par
I’hypertension induite par inhibition chronique des NOSs par la L-NA.

A T’inverse, le niveau d’expression du récepteur 5S-HT1B/1D diminue de moitié¢ dans
I’aorte des femelles KO par rapport aux femelles WT avant I’induction de I’hypertension. De
plus, I’hypertension induite par la L-NA conduit également a la réduction du niveau
d’expression des récepteurs 5-HT1B/1D dans 1’aorte aussi bien chez les femelles WT que
chez les femelles KO. La diminution d’expression du récepteur 5-HT1B/1D est donc sous le
controle du récepteur 5-HT2B et de la synthése du NO puisque le blocage de ces deux
facteurs entraine une régulation négative synergique de 1’expression du récepteur 5-HT1B/1D.

De méme, le niveau d’expression du récepteur 5S-HT2A diminue de moitié, suite a
I’induction de I’hypertension par la L-NA chez les femelles WT, alors que son expression
reste inchangée chez les femelles KO hypertendues par rapport aux femelles KO
normotendues. De plus le niveau d’expression du récepteur 5S-HT2A n’est pas différent avant
le traitement hypertenseur entre les femelles WT et KO. Ces résultats suggerent que la
régulation négative du taux d’expression du récepteur 5-HT2A induite par 1’inhibition de la
synthése du NO est dépendante de la présence du récepteur 5-HT2B.

En comparant les niveaux d’expression des récepteurs 5-HT2A et 5S-HT1B/1D avec les
valeurs de pression artérielle correspondantes pour chaque femelle (WT ou KO), nous avons
observé I’existence d’une corrélation négative entre les taux d’expression de ces récepteurs et
la pression artérielle dans le cas des femelles WT mais pas dans le cas des femelles KO
(Figure 39B).

En résumé, le récepteur 5-HT2B conserve un niveau d’expression stable quelque soit
la pression artérielle chez les femelles sauvages. De plus il participe a la régulation du niveau
de base de I’expression du récepteur 5-HT1B/1D ainsi qu’a la régulation, en fonction de la
pression artérielle, des niveaux d’expression des récepteurs S-HT2A et 5-HT1B/1D.
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Figure 39 : Régulation des niveaux d’expression des récepteurs 5-
HT1B/1D, 5-HT2A et 5-HT2B dans les aortes de femelles WT et
KO pour le récepteur 5S-HT2B, normotendues ou hypertendues
par inhibition des NOSs

(WSN : WT sham NaCL ; WSL : WT sham L-NA ; KSN : KO sham NaCl ;
KSL : KO sham L-NA ; p<0,05, n=5-8, ANOVA ; NS : non significatif)
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Nous avons démontré que dans 1’hypertension induite par inhibition de la synthése de
NO, le développement de deux phases successives est sujet a plusieurs types de régulation
faisant intervenir le récepteur 5S-HT2B.

Premierement, 1’absence de récepteur 5-HT2B conduit a une hypersensibilité des
femelles KO par rapport a la premiére phase d’hypertension chez les femelles sauvages.

Deuxiémement, I’absence de récepteur 5-HT2B empéche le développement d’une
seconde phase d’hypertension dont I’apparition semble étre associée a la diminution du

niveau d’expression des récepteurs 5S-HT2A et mais pas a un remodelage vasculaire.

Troisiémement, I’ovariectomie protége les femelles WT, dans la phase II, et les
femelles KO vis-a-vis de I’hypertension induite par inhibition des NOSs.
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Influence de la délétion du récepteur 5S-HT2B
sur la compliance aortique et
Pactivité basale des NOS endothéliales

dans I’aorte des souris femelles
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Comme nous I’avons observé dans le chapitre précedent, les femelles KO pour le
récepteur 5-HT2B sont plus sensibles au traitement inhibiteur des Nitric Oxide Synthases par
la L-NA a court terme, puisque leur pression artérielle systolique est significativement plus
¢levée entre les semaine 3 et 9 de I’induction de I’hypertensions par rapport aux femelles WT.
Nous avons émis I’hypothese que cette hypersensibilité a un traitement chronique par la L-NA
serait la conséquence d’une hypersensibilité¢ aigué vis-a-vis de I’inhibition de la synthése de
NO chez les femelles KO.

Afin de vérifier cette hypothése, nous avons mesuré différents parametres
hémodynamiques chez des femelles WT et KO pour le récepteur 5-HT2B, équipées d’une
sonde de pression. Cette sonde est implantée dans 1’aorte et permet 1’enregistrement en
continu, par radio-télémétrie, des paramétres hémodynamiques chez les souris éveillées et
libres de tous mouvements.

Nous avons dans un premier temps évalué les parametres hémodynamiques dans les
conditions de base, puis nous avons testé¢ différents agents vasoactifs dont la L-NA.

Dans un deuxiéme temps, nous avons controlé¢ I’expression et 1’activité basale des
Nitric Oxide Synthases.
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L’enregistrement pendant 5 jours des paramétres hémodynamiques, sans aucune
intervention de notre part, sur les femelles KO et WT, nous a permis de contrdler le caractere
biphasique des variations de la pression artérielle moyenne (PAM) (Figure 40A). En effet, la
PAM augmente pendant la phase nocturne qui correspond a la phase d’activité des souris.
Pendant la journée, la PAM n’est pas significativement différente entre les femelles WT et
KO, mais a I’inverse, si on compacte les valeurs de pression artérielle moyenne pendant la
phase nocturne, on observe une augmentation significative (p<0,0001, n=6-7, ANOVA) de ce
parametre chez les femelles KO pour le récepteur 5-HT2B par rapport aux femelles WT.

La fréquence cardiaque, quant a elle, ne présente aucune différence significative, entre
les femelles WT et KO, quelque soit le période de la journée (Figure 40B).

L’analyse des variations, sur 24 heures, de la pression pulsée (PP) (Figure 40C) a
permis de mettre en évidence une augmentation significative de ce parameétre (en utilisant des
valeurs compactées pour le jour et la nuit, ANOVA) chez les femelles KO par rapport aux
femelles WT aussi bien le jour que la nuit. Cependant 1’augmentation de pression pulsée est
plus marquée pendant la phase nocturne.

La pression artérielle moyenne est calculée selon la formule suivante :

Pression artérielle moyenne = pression artérielle diastolique + 1/3 pression pulsée
Il existe donc une relation directe entre la pression artérielle moyenne et la pression pulsée.
Nous avons représenté cette relation sur la figure 40D afin de vérifier 1’existence d’une
corrélation entre ces deux paramétres. Une bonne corrélation a été observée entre la pression
artérielle moyenne et la pression pulsée chez les femelles WT et KO (p<0,0001 ; test Z de
corrélation), cependant il est important de mentionner que la pente de la droite de régression
est 2,5 fois plus élevée dans le cas des femelles KO (y = 12,8 + 0,18x ; R* = 0,93) par rapport
aux femelles WT (y = 21,7 + 0,07x ; R* = 0,89).

En résumé, les parameétres hémodynamiques de base des femelles KO pour le
récepteur 5-HT2B se différencient de ceux des femelles WT par une augmentation de la
pression artérielle moyenne pendant la phase d’activité nocturne ainsi qu’une augmentation
générale (jour et nuit) des valeurs de pression pulsée, entrainant une modification de la
corrélation entre ces deux parameétres.
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La phényléphrine est un agoniste de référence pour les récepteurs al-adrénergiques
situés, entre autres, sur les cellules musculaires lisses des vaisseaux et induisant une
vasoconstriction.

Afin de tester la réactivité vasculaire des femelles KO par rapport aux femelles WT et
plus particuliérement la contractilité dépendante des cellules musculaires lisses, nous avons
enregistré les modifications hémodynamiques induites par 1’injection d’une dose unique de
phényléphrine (3 mg/kg, en intra-péritonéal) et comparé ces modifications a celles induites
par I’injection d’un volume équivalent de solvant (NaCl 0,9%). L’injection en bolus d’une
dose de phényléphrine chez les femelles WT et KO provoque une importante augmentation de
la pression artérielle moyenne dont la valeur maximale est atteinte 20 minutes apres
I’injection. La réponse contractile des femelles KO n’est pas différente de celle des femelles
WT (Figure 41A). De méme, la diminution de fréquence cardiaque et 1’augmentation de
pression pulsée induites par ’injection de phényléphrine ne sont pas différentes entre les
femelles WT et KO (Figure 41B et 41C).

Par conséquent, la relation entre la pression pulsée et la pression artérielle moyenne
n’est pas différente entre les femelles WT et KO. Dans chaque cas, I’injection du véhicule
(NaCl) ou de phényléphrine, s’accompagne toujours d’une trés bonne corrélation entre ces
deux paramétres (p<<0,0001, Test Z de corrélation) (Figure 41D).

En résumé, les modifications hémodynamiques induites par une injection en bolus de
phényléphrine ne sont pas influencées par la délétion du récepteur 5S-HT2B chez les souris
femelles.

Le nitroprussiate de sodium induit classiquement une vasodilatation par libération
exogene de monoxyde d’azote (NO) et de fagon indépendante de la synthése endogéne de NO
par les NOS:s.

Afin de tester la relaxation des cellules musculaires lisses vasculaires in vivo chez les
femelles KO pour le récepteur 5-HT2B, nous avons réalisé le méme type d’expérience
qu’avec la phényléphrine, mais en pratiquant une injection sous-cutanée de nitroprussiate de
sodium (SNP) a la dose de 5 mg/kg. La diminution de pression artérielle moyenne,
I’augmentation de fréquence cardiaque et la diminution de pression pulsée induites par le
nitroprussiate de sodium sont semblables chez les femelles WT et KO pour le récepteur 5-
HT2B (Figure 42A, 42B et 42C). Par conséquent, la relation de corrélation entre la pression
pulsée et la pression artérielle moyenne n’est pas affectée par I’injection de nitroprussiate
quelque soit le génotype des femelles traitées (Figure 42D).

En résumé, la vasodilatation induite par le nitroprussiate de sodium, un donneur de
NO, n’est pas modifiée par la délétion du récepteur 5-HT2B.
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Apres avoir vérifié que la vasoconstriction induite un agoniste adrénergique
(phényléphrine) n’est pas différente chez les femelles KO par rapport aux femelles WT, nous
avons provoqué une vasoconstriction en inhibant la synthése de NO, par la N®-nitro-L-
arginine, précédemment utilisée pour induire une hypertension chronique. L’expérience a été
réalisée pendant 5 jours consécutifs afin de limiter les variations individuelles.

L’ augmentation de pression artérielle moyenne suivant une injection intra-péritonéale
de L-NA, n’est pas significativement plus importante chez les femelles KO par rapport aux
femelles WT (p>0,01, non significatif, n=4-5) (Figure 43A). En effet, si on mesure la
variation de pression avant et apres I’injection de L-NA, on remarque une augmentation de 18
mmHg chez les femelles WT traitées a la L-NA par rapport aux femelles WT traitées par le
véhicule (NaCl). Cette augmentation est de 17 mmHg dans le cas des femelles KO.

Par ailleurs, la chute des valeurs de fréquence cardiaque consécutive a la
vasoconstriction n’est pas non plus différente chez les femelles KO par rapport aux femelles
WT (Figure 43B).

Mais de facon remarquable, la pression pulsée est fortement augmentée (17 mmHg,
soit 47% d’augmentation) chez les femelles KO pour le récepteur 5-HT2B, tandis qu’elle est
plus faiblement augmentée (7 mmHg, soit 23% d’augmentation) chez les femelles WT apres
I’injection de L-NA (Figue 44A). En comparant les groupes traités par la L-NA et par le
véhicule, on observe une différence significative (p<0,01, n=4, ANOVA) pour les femelles
KO entre 30 minutes et 2,5 heures apres I'injection de L-NA, tandis que les femelles WT
n’atteignent jamais ce niveau de significativité, en comparant la méme période.

Ainsi, la réponse a une injection aigu€é de L-NA, chez les femelles KO pour le
récepteur 5-HT2B, se caractérise par une augmentation de la pression pulsée
significativement plus élevée que chez les femelles WT, mais sans modification significative
de la pression artérielle moyenne ou de la fréquence cardiaque.

Si on représente la corrélation entre la pression pulsée et la pression artérielle
moyenne, on remarque une « cassure » dans la pente de la droite de régression pour les
femelles KO traitées a la L-NA (Figure 44B). En effet pour des valeurs de pression artérielle
moyenne supérieures a 130 mmHg, la pente de la droite est multipliée par 3 (équation pour
KO L-NA< 130 mmHg :y = 0,45x — 10,1 ; équation pour KO L-NA > 130 mmHg : y = 1,20x
—108,7).

En résumé, les femelles KO pour le récepteur 5-HT2B sont plus sensibles que les
femelles WT vis-a-vis de I’augmentation de la pression pulsée induite par une injection en
bolus d’un inhibiteur de la synthése de NO et cette sensibilité est amplifiée lorsque la pression
artérielle moyenne est supérieure a 130 mmHg.
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Il a été décrit que la pression pulsée est le résultat d’une interaction entre le volume
d’¢éjection systolique (VES) et les caractéristiques artérielles (notamment [’aorte) qui
déterminent la compliance vasculaire (C) (Dart and Kingwell, 2001) (Figure 45). Nous avons
montré que la pression pulsée est spécifiquement augmentée chez les femelles KO pour le
récepteur 5-HT2B aprés I’injection en bolus de N®-nitro-L-arginine, alors que la pression
artérielle moyenne (PAM) n’est pas significativement modifiée. Puisque la compliance peut
étre évaluée par le rapport : volume d’¢jection systolique / pression pulsée, nous avons mesuré
par échocardiographie ce volume d’éjection systolique, juste apreés une injection en bolus de
L-NA (80 mg/kg, ip), chez les femelles KO et WT pour le récepteur 5-HT2B.
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Figure 45 : Représentation schématique du systéme cardiovasculaire et des
facteurs influencant la Pression Pulsée (PP)

D’apres (Dart and Kingwell, 2001)
(VES : Volume d’Ejection Systolique ; PP : Pression Pulsée ; C : compliance ;
RVP : Résistances Vasculaires Périphériques; PAM : Pression Artérielle

Moyenne)



Les parametres échocardiographiques ont été mesurés chez des femelles éveillées
puisque l’injection en bolus de L-NA induit une chute des valeurs de fréquence cardiaque de
530 bpm a environ 330 bpm (battements par minutes). Il n’est donc pas nécessaire
d’anesthésier les souris pour baisser leur fréquence cardiaque et cette anesthésie pourrait étre
fatale pour la survie des souris.

Il n’existe aucune différence significative (ANOVA, p>0,05, n = 7) concernant les
parameétres échocardiographiques, et notamment le volume d’éjection systolique, entre les
femelles KO et WT pour le récepteur 5S-HT2B apres injection de L-NA (Tableau V).

Tableau V : Parameétres échocardiographiques apres une injection aigué de
L-NA (80 mg/kg, ip) chez les femelles éveillées, WT et KO
pour le récepteur S-HT2B

WT KO p
Fréquence cardiaque (bpm) 337+24 321 +£22 NS
Fraction de raccourcissement (%) 41 +2 40+2 NS
Fraction d’éjection (%) 77+3 76+3 NS
Diamétre de I’aorte (cm) 0,122 + 0,002 0,126 £ 0,002 NS
Intégrale temps vitesse (cm) 8,91 +0,64 9,24 £ 0,50 NS
Volume d’éjection systolique (ml) 0,103 = 0,008 0,115+ 0,003 NS
Débit cardiaque (ml/min) 38,7+3,8 373+1,7 NS

En résumé, I’injection de L-NA ne modifie pas le volume d’éjection systolique mais
augmente la pression pulsée chez les femelles KO. Donc d’apres la formule : Compliance =
VES/PP, la compliance artérielle des femelles KO est réduite par rapport a celle des femelles
WT, en réponse a un traitement aigu par un inhibiteur de la syntheése de NO.
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Afin de comprendre pourquoi la pression pulsée et la compliance aortique sont
modifiées chez les femelles KO pour le récepteur 5-HT2B par rapport aux femelles WT en
réponse a une inhibition aigué de la synthése de NO par les NOSs, nous avons mesuré
I’expression de la NOS endothéliale et de la NOS inductible, dans 1’aorte, par Western Blot.

Aprés avoir normalisé les niveaux d’expression des NOSs par rapport a ceux d’une
protéine de structure, la vimentine, non spécifique d’un sous-type cellulaire, nous n’avons
observé aucune différence significative (p<0,05, n=3-4, ANOVA) de niveau d’expression de
la NOS endothéliale ou de la NOS inductible entre les aortes des femelles WT et KO pour le
récepteur 5-HT2B (Figure 46). De facon remarquable, le niveau d’expression de la iNOS est
trés faible comparé a celui de la eNOS.

Ainsi, la délétion du récepteur 5-HT2B ne modifie pas les niveaux d’expression des
NOSs endothéliales et inductibles dans I’aorte des souris femelles.
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Figure 46 : Analyse par Western blot de I’expression basale de la NOS
endothéliale (eNOS) et de la NOS inductible (iNOS) dans
I’aorte de femelles WT et KO pour le récepteur S-HT2B

(Les niveaux d’expression sont normalisés par rapport a I’expression de la vimentine)



Nous avons ensuite mesuré 1’activité de base des NOSs constitutives (endothéliales et
neuronales, calcium-dépendantes) et de la NOS inductible (calcium-indépendante) par le
dosage de la citrulline radioactive formée a partir d’arginine radioactive, le substrat des NOSs.

L’activité basale des NOSs inductibles se situe en dessous du seuil de détection de la
méthode de dosage utilisée, aussi bien pour les aortes de femelles WT que celles de femelles
KO (Figure 47). On peut donc conclure que les NOSs inductibles ne sont pas activées dans
les conditions basales, ni chez les femelles WT, ni chez les femelles KO pour le récepteur 5-
HT2B.

En revanche, I’activité basale des NOSs calcium-dépendante est significativement
réduite (p<0,05, n = 9-11) chez les femelles KO, de I"ordre de 30 % par rapport a I’activité
basale chez les femelles WT (Figure 47). On peut donc conclure que la délétion du récepteur
5-HT2B chez les souris femelles, induit une réduction de D’activité basale des NOSs
constitutives dans 1’aorte sans affecter celle des NOSs inductibles.

EWT HEKO

3,5 % % p<0,05, n=9-11
3,0 |
2,5 |
2,0 |
1,5 |
1,0 |
0,5 |
0,0 |

L-citrullline (pmol/mg/min)

c¢NOS iNOS

Figure 47 : Activité basale des NOSs constitutives (cNOS) et inductible
(iNOS) dans I’aorte des femelles WT et KO pour le récepteur
5-HT2B, mesurée par la conversion de I’arginine en citrulline
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Nous avons montré dans cette troisieéme partie que la pression pulsée est
spécifiquement modifiée chez les femelles KO pour le récepteur 5-HT2B par rapport aux
femelles WT dans la cas d’un traitement aigu par un inhibiteur de la syntheése du NO, alors
qu’il n’est pas affecté par un autre agent vasoconstricteur tel que la phényléphrine.

En absence de défaut au niveau du volume d’éjection systolique, 1’effet de I’inhibiteur
de la synthése de NO, associé a la délétion du récepteur 5-HT2B, produit donc un défaut de

compliance aortique chez des souris femelles.

Ce phénotype est associ¢ a une réduction de 30% de I’activité basale dans ’aorte des NOS
calcium-dépendantes mais sans modification de I’expression de la NOS endothéliale.
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Discussion
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Influence du récepteur 5-HT2B
sur les effets cardiovasculaires

induits par ’ovariectomie
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L’ovariectomie réalisée sur des souris femelle dgées de 4 semaines, c'est-a-dire au
moment de la puberté, bloque 1’augmentation de la synthése des hormones ovariennes. Au
cours de nos différentes études, nous avons mis en évidence les conséquences de
I’ovariectomie sur les fonctions cardiovasculaires des femelles sauvages (WT) ou mutantes
invalidées pour le récepteur de la sérotonine 5-HT2B.

Nous avons pu discerner d’une part, les effets de 1’ovariectomie sur le développement
des fonctions cardiovasculaires entre la puberté et 1’age adulte, dans les conditions
physiologiques et d’autre part les effets de I’ovariectomie dans un modele d’hypertension
induite par inhibition chronique de la synthése de monoxyde d’azote, un vasodilatateur
endogéne.

Effet de ’ovariectomie sur le ceeur

Le calcul a partir des mesures échocardiographiques de la masse ventriculaire gauche
(MVQ), 2 semaines apres ’ablation chirurgicale des ovaires a permis de mettre en évidence
une augmentation de ce parametre chez les femelles ovariectomisées, quelque soit leur
génotype, par rapport aux femelles sham. Cette mesure, répétée deux semaines plus tard sur
les mémes groupes, a démontré la disparition de cette différence chez les femelles WT, alors
que cette différence persiste chez les femelles KO pour le récepteur 5-HT2B jusqu’a 9
semaines apres 1’ovariectomie (soit 5 semaines plus tard que pour les femelles WT). De fagon
intéressante, la MVG des souris ovariectomisées n’évolue quasiment plus au cours du temps a
cette période, mais a ’inverse, la MVG des femelles non ovariectomisées (sham) continue
d’augmenter progressivement pour atteindre le méme niveau que celui des femelles
ovariectomisées. Il semble donc que le cceur des femelles ovariectomisées atteigne sa taille
adulte de facon précoce, a 6 semaines, tandis que le coeur des femelles non ovariectomisées
(sham) n’atteint cette taille adulte qu’a 1’dge de 13 semaines.

Il a été décrit que les cardiomyocytes des souris se divisent activement pendant les 4
premiers jours de vie post-natale sans modifier leur taille et que par la suite I’élévation de la
masse cardiaque n’est induite que par I’augmentation de la taille des cardiomyocytes post-
mitotiques jusqu’a P’arrét de cette croissance a 1’age de 3 mois (12 semaines) (Leu et al.,
2001; Wiesmann et al., 2000). Cette phase de croissance est appelée hypertrophie
développementale. Elle est particulierement rapide avant la puberté (jusqu’a 2 semaines) et
puis se trouve ralentie par le début de la synthése des hormones sexuelles (puberté).

L’hypertrophie développementale est, entre autres, régulée par la voie Phosphatidyl
Inositol 3 Kinase (PI3K) et par la phosphorylation de Akt (Shioi et al., 2000; Shioi et al.,
2002; Shiojima et al., 2002). Par ailleurs, chez I’homme, les modifications de la taille du cceur
apres la puberté ne sont pas égales quelque soit le genre. En effet la masse ventriculaire
gauche augmente de fagon similaire chez les filles et les garcons avant 1’age de 12 ans, mais
la puberté marque le début d’une augmentation plus importante chez les hommes par rapport
aux femmes de la masse du ventricule gauche (de Simone et al., 1995). Chez les souris double
knock-out pour les récepteurs adrénergiques ojac et a;p, la taille des cardiomyocytes est
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réduite chez les males agés de 12 semaines et n’est pas différente de la taille des
cardiomyocytes des femelles du méme génotype (O'Connell et al.,, 2003). Cette double
mutation a supprimé la différence male/femelles qui existe chez les souris sauvages
concernant la taille des cardiomyocytes. De facon remarquable, 1’ovariectomie de ces
femelles double KO n’a pas induit de réduction de la taille des cardiomyocytes et les
hormones ovariennes ne semblent donc étre des facteurs de protection concernant le retard de
croissance des cardiomyocytes.

La régulation de la taille du cceur par les hormones sexuelles n’est pas encore
totalement éclaircie a ce jour. De nombreuses études ont démontré des différences de genre
concernant des mod¢les animaux de pathologie cardiovasculaire (Kadokami et al., 2000;
Oliver et al., 1997; Xin et al., 2002), pour revue (Leinwand, 2003). Dans la plupart des cas, il
s’agit de cardiomyopathie hypertrophique pour laquelle ’ovariectomie s’est révélée étre un
facteur aggravant tandis que le traitement par les oestrogenes est un facteur protecteur. Par
exemple, les oestrogénes permettent de limiter 1’hypertrophie cardiaque induite par
coarctation aortique chez des souris ovariectomisées (van Eickels et al., 2001). Les récepteurs
aux oestrogénes sont exprimés dans les cardiomyocytes et les fibroblastes cardiaques (Grohe
et al., 1997; Nuedling et al., 1999) et pourraient donc inhiber 1’hypertrophie cardiaque
pathologique. Mais le role des oestrogeénes dans 1’hypertrophie physiologique n’a pas été
décrit.

Dans notre étude, nous avons démontré que le retrait des hormones ovariennes induit
une accélération de la croissance cardiaque. Ces hormones sont donc également des facteurs
anti-hypertrophiques dans les conditions physiologiques. La mutation du récepteur 5-HT2B
induit un ralentissement transitoire de la croissance du coeur des femelles KO, qu’elles soient
ovariectomisées ou non. Cet effet est par conséquent indépendant des hormones ovariennes
qui ne sont donc pas des facteurs cardioprotecteurs vis-a-vis du phénotype induit par la
délétion du récepteur 5-HT2B chez la souris.

Une étude récente a montré que les souris males mutantes pour la guanylate cyclase A
présentent une cardiopathie hypertrophique plus sévere par rapport aux femelles. La
testostérone, principale hormone male, est a I’origine de cette différence (Li et al., 2004). Le
méme type d’observation a été faite chez les souris transgéniques sur-exprimant les récepteurs
3-adrénergiques dans le coeur et souffrant également d’une cardiopathie hypertrophique (Gao
et al., 2003). Les récepteurs aux androgénes sont exprimés dans les cardiomyocytes de
rongeurs et leur stimulation par la testostérone induit une hypertrophie et la synthése d’ANP
(Marsh et al., 1998). Bien que ’activation par les androgénes de la voie hypertrophique Akt
n’aie pas ¢t¢ démontrée dans le ceeur, elle a été décrite récemment dans les ostéoblastes (Kang
et al., 2004). De plus les oestrogénes et la testostérone ont des effets opposés sur le
remodelage et la fonction cardiaque chez la souris aprées un infarctus du myocarde (Cavasin et
al., 2003). On peut donc supposer que la différence naturelle concernant la taille des
cardiomyocytes pourrait avoir pour origine la stimulation de I’hypertrophie par les androgeénes
chez les males, tandis que les oestrogénes seraient plutdt des inhibiteurs de cette hypertrophie
développementale apres la puberté.

L’ovariectomie n’induit pas de différence majeure entre les femelles WT et KO pour
le récepteur 5-HT2B. De plus elle n’aggrave pas le phénotype des femelles KO de fagon
similaire a celui des males KO. Les hormones ovariennes ne semblent donc pas a 1’origine de
la différence male / femelle concernant le rapport du poids du cceur / le poids du corps chez
les souris KO pour le récepteur 5S-HT2B.
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On sait par ailleurs que la taille des cardiomyocytes est réduite a la naissance chez les
souris KO pour le récepteur 5S-HT2B (Nebigil et al., 2001b). On peut donc proposer que la
réduction de taille est peu a peu compensée chez les femelles KO jusqu’a atteindre un niveau
comparable a celui des femelles WT et a I’inverse la compensation par hypertrophie
développementale serait incomplete chez les males KO. Une des principales voies de
signalisation induite au cours de I’hypertrophie développementale est la voie PI3K/Akt, et il a
été démontré que le récepteur 5-HT2B active cette méme voie dans les cardiomyocytes afin
de limiter leur apoptose (Nebigil et al., 2003a). On peut donc proposer qu’un retard de
croissance serait associé au poids de cceur réduit des souris KO pour le récepteur 5-HT2B par
défaut d’activation de la voie de signalisation hypertrophique Akt. Il n’y a pas de différence
évidente entre les males et les femelles KO pour le récepteur 5-HT2B a 1’4ge de 2 semaines,
soit apres la premiére phase d’hypertrophie développementale, malgré la désorganisation des
myofibrilles dans les deux cas (figure 34). On peut supposer que cette différence apparait plus
tardivement, et qu’elle est la conséquence d’une anomalie de cette hypertrophie
développementale. En effet la différence male/femelle apparait la plus importante a 1’age de
12 semaines, soit la fin de cette phase d’hypertrophie. De plus il a été observé (mais non
publié) que les anomalies fonctionnelles et anatomiques observées chez les males KO pour le
récepteur 5-HT2B, disparaissent au cours du vieillissement.

Cependant, différents arguments nous laissent supposer que le retard de croissance des
cardiomyocytes n’est sans doute pas la cause principale de la différence de genre concernant
le phénotype de cardiomyopathie dilatée. D’une part ce retard de croissance chez les femelles
KO ne s’accompagne d’aucune modification de la fraction d’¢jection qui est un des
parametres diagnostics majeurs de la cardiomyopathie dilatée. D’autre part, un défaut
d’hypertrophie développementale n’est pas associ¢ a la cardiomyopathie dilatée observée
dans d’autres mod¢les animaux. En effet, I’étude de la taille des cardiomyocytes entre la
naissance et I’age adulte chez des souris knock-out pour la protéine MLP (muscle LIM
protein) a mis en évidence I’absence de modifications des dimensions des cardiomyocytes
mais une hétérogénéité¢ dans leur taille ainsi qu’une forme irréguliere par rapport aux
cardiomyocytes des souris sauvages. Ces souris développent a 1’age adulte une
cardiomyopathie dilatée dont la cause a été reliée a la désorganisation des myofibrilles et a
I’apparition d’espaces entre les cardiomyocytes (Leu et al., 2001). Un phénotype similaire a
été décrit dans le cas des souriceaux nouveaux-nés knock-out pour le récepteur 5-HT2B,
présentant des anomalies au niveau des jonctions intercellulaires et une diminution de
I’expression des cadhérines nécessaires a 1’établissement de ces jonctions.

Nous pouvons donc émettre 1’hypotheése que la cardiomyopathie dilatée observée chez
les males KO pour le récepteur 5-HT2B est causée par une anomalie de la croissance
physiologique des cardiomyocytes pendant la vie postnatale, associée a la désorganisation des
myofibrilles cardiaques. La différence de genre n’étant pas annulée par 1’ovariectomie, on
peut supposer qu’elle est induite par la testostérone. En effet, le retrait des hormones
ovariennes n’induit pas d’aggravation du phénotype des femelles KO pour le récepteur 5-
HT2B, mais au contraire accélere 1’hypertrophie développementale qui est normalement
ralentie par la puberté et également par la mutation du récepteur 5-HT2B.

Sur la base de nos observations et des données de la littérature, nous proposons un

modele de 1’évolution de la masse cardiaque chez les souris au cours de leur croissance
(Figure 48).
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Entre la naissance et le 4™ jour de vie postnatale, il n’y a pas d’augmentation de la
taille des cardiomyocytes mais un taux important de prolifération des cardiomyocytes. C’est a
cette période que les souris KO pour le récepteur 5S-HT2B présentent leur deuxiéme phase de
létalité. La premiere phase de létalité embryonnaire est causée par une anomalie de la
prolifération des futurs cardiomyocytes et cette anomalie a été reliée a une diminution de
I’expression du récepteur a activité tyrosine kinase ErbB2. On peut supposer que la seconde
phase de 1étalité, pendant la premiére semaine de vie, est également provoquée par une
insuffisance de prolifération. En effet, il a été publié¢ que les cceurs de souris KO nouveaux-
nées présentent un défaut de prolifération (Nebigil et al., 2000a) et que les cardiomyocytes
isolés a partir de ces cceurs présentent également un défaut de prolifération en réponse a la
sérotonine ou a la neuréguline, le ligand naturel du récepteur ErbB2. Nous avons évalué le sex
ratio des animaux survivants et nous n’avons observé aucune différence dans le nombre de
femelles survivantes par rapport au nombre de males survivants. La différence entre les males
et les femelles concernant le phénotype cardiaque des souris KO pour le récepteur 5-HT2B
n’apparait donc pas pendant cette période d’intense prolifération cellulaire périnatale.

Entre le 4™ jour et la 2°™ semaine, la taille des cardiomyocytes, devenus
majoritairement post-mitotiques, augmente de facon importante par hypertrophie
physiologique chez les souris sauvages. L’analyse histologique des cceur de souris WT et KO
pour le récepteur 5-HT2B n’a pas mis en évidence de différence en fonction du genre
concernant la morphologie du cceur et notamment nous n’avons pas observé la dilatation du
ventricule gauche chez la males KO caractéristique de leur phénotype a 1’age adulte (12 a 19
semaines) (Nebigil et al., 2001b). En conclusion la différence de genre apparait plus tard au
cours du développement postnatal.

Entre la 2™ et la 6°™ semaine, la vitesse de croissance des cardiomyocytes diminue
chez les souris sauvages. A 1’age de 6 semaines, le phénotype des souris KO pour le récepteur
5-HT2B se caractérise par une diminution du rapport poids de coeur/poids de corps aussi bien
chez les males que chez les femelles. A ce stade, les hormones sexuelles sont présentes depuis
3 semaines environ. Nos travaux ont mis en ¢vidence un effet hypertrophique de
I’ovariectomie puisqu’a 1’age de 6 semaines le cceur des femelles WT ou KO a déja quasiment
atteint sa taille adulte. Etant donné D’effet anti-hypertrophique des oestrogénes, on peut
émettre 1’hypotheése que 1’absence des hormones ovariennes stimule d’autant plus les voies
hypertrophiques qui sont activées pendant la phase post-pubere chez les femelles. A cet age il

n’existe aucune différence de réponse entre les femelles WT et KO pour le récepteur 5S-HT2B.

6éme Séme

Entre la et la semaine, la masse cardiaque des femelles WT a augmenté et
n’est plus différente de celle des femelles WT ovariectomisées. Mais a I’inverse, les femelles
KO ovariectomisées posseédent encore un cceur plus gros que celui de leurs homologues sham.
C’est a cette période que se situe I’'unique différence entre les femelles KO et WT concernant
I’effet de I’ovariectomie.

Entre la 8™ et la 13°™ semaine, les effets de I’ovariectomie ne sont plus visibles ni
chez les femelles WT ni chez les femelles KO qui ont totalement compensé la différence de
masse ventriculaire gauche. L’ovariectomie ne modifie la masse cardiaque que de fagon
temporaire chez les femelles WT (4 semaines) et les femelles KO présentent un délai de
compensation puisque cette période temporaire atteint au moins 9 semaines en absence de
récepteur 5S-HT2B. Il nous manque des données sur des périodes intermédiaires entre 8 et 13
semaines pour définir exactement le moment ou les femelles KO sham sont capables de
compenser totalement la différence avec les femelles KO ovariectomisées.
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Figure 48 : Représentation schématique de I’évolution de la taille des
cardiomyocytes et de Dl’influence de l’ovariectomie chez les
souris femelles WT et KO pour le récepteur S-HT2B

(Sur fond bleu sont mentionnés les information concernant les différences de
genre vis-a-vis du phénotype cardiaque induit par la délétion du récepteur 5-

HT2B ;J :jour; S : semaine ; M : méle ; F : femelle)

147



A Tl'age de 12 semaines, les femelles KO ne présentent pas d’anomalie
histopathologique majeure ni d’altération de la fonction cardiaque alors que les males KO
présentent une cardiomyopathie dilatee. La différence en fonction du genre apparait donc chez
les souris KO pour le récepteur 5-HT2B entre la 6°™ et la 12°™ semaine. Mais 1’ovariectomie
n’ayant jamais induit de phénotype aussi délétére que celui des males, a savoir une réduction
de la fraction d’¢jection, nous pouvons affirmer que les hormones ovariennes ne sont pas
responsables du phénotype mineur des femelles KO pour le récepteur 5S-HT2B par rapport aux
males KO. Etant donnés les effets des androgenes sur la croissance des cardiomyocytes, il
serait intéressant de procéder a la castration des males KO pour le récepteur 5S-HT2B afin de
contrdler si le retrait de la testostérone induit une amélioration du phénotype cardiaque des
males.

De facon similaire, les males double KO pour les récepteurs adrénergique oa/c €t o
présentent une réduction de la masse cardiaque alors que les femelles double KO ne sont pas
différentes des femelles WT (O'Connell et al., 2003). De fagon remarquable les récepteurs
adrénergiques ajac et o sont des récepteurs couplés a la protéine Gq de méme que le
récepteur 5S-HT2B. Nous pouvons donc émettre I’hypothése que cette voie de signalisation est
associée a la différence de genre au cours de 1’hypertrophie développementale mais qu’elle
n’est pas sous le contrdle des hormones ovariennes.

Effet de ’ovariectomie sur la pression artérielle

De fagon remarquable, nous n’avons observé aucune modification de la fraction
d’¢jection chez les femelles KO et WT, quelque soit la période observée au cours de notre
¢tude. Les modifications morphologiques ne remettent donc pas en cause la contractilité
cardiaque et la perfusion des organes. Cependant, I’augmentation de la taille du coeur chez les
femelles ovariectomisées s’accompagne d’une diminution de la pression artérielle. Mais de
facon tout a fait similaire, les différences de pression artérielle induites par I’ovariectomie
disparaissent lorsque les souris atteignent 1’age adulte, avec cependant, un délai de
compensation dans le cas des femelles KO pour le récepteur 5-HT2B. Les modifications de
PAS provoquées par 1’ovariectomie disparaissent donc au cours du temps, plus rapidement
chez les femelles WT que chez les femelles KO, de méme que pour les différences
échocardiographiques. Cependant les différences cardiaques sont compensées plus
précocement que les différences de pression artérielle, suggérant ainsi que les deux
phénomenes ne sont pas complétement dépendants 1’un de I’autre.

De méme que la masse cardiaque, la pression artérielle évolue au cours de la vie post-
natale. Il n’existe que peu de données concernant les modifications de pression artérielle chez
la souris au cours de cette période. Cependant il a été décrit que la pression artérielle chez le
rat augmente progressivement a partir de la naissance pour atteindre sa valeur adulte a 9
semaines (Hew and Keller, 2003). De fagon intéressante, cette période correspond au moment
ou les différences de pression artérielle entre les femelles WT sham et ovariectomisées
disparaissent. L’abaissement de la pression artérielle suite a [’ovariectomie est
particuliérement surprenant si on considére que 1’ovariectomie entraine la diminution de la
concentration en oestrogénes possédant un pouvoir vasodilatateur par activation des Nitric
Oxide Synthases (Chambliss et al., 2000; Chen et al., 1999).
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On peut émettre 1’hypotheése que la diminution de la pression artérielle systolique est
une compensation de I’hypertrophie développementale accélérée chez les femelles
ovariectomisées. Cependant I’absence de données dans la littérature concernant les effets de
I’ovariectomie sur la régulation de la pression artérielle au cours de la croissance des souris,
ne nous permet pas de conclure sur cette potentielle compensation. Le retard de compensation
dans le cas des femelles KO confirme par ailleurs 1’induction d’anomalies cardiovasculaires
mineures mais surmontables lorsque le récepteur S-HT2B est absent.

Un point important de cette étude est la mise en évidence d’une augmentation
significative de la pression artérielle systolique chez les femelles KO, indépendamment du
statut hormonal, par rapport aux femelles WT a 1’age de 12 semaines. Rappelons qu’a cet age
toutes les différences induites par I’ovariectomie ont disparu, le coeur des souris a atteint sa
taille adulte et les femelles KO ne présentent pas de différences majeures par rapport au
femelles WT concernant la fonction et la structure cardiaque. La petite hypertension observée
chez les femelles KO pour le récepteur 5S-HT2B est donc, a priori, indépendante de la fonction
cardiaque et des hormones ovariennes. Ainsi la délétion du récepteur 5-HT2B chez la souris
induit une ¢lévation de la pression artérielle, suggérant que ce récepteur est impliqué dans le
maintien d’une pression artérielle de base normale chez les jeunes femelles adultes.
Cependant la petite hypertension disparait au cours du temps laissant supposer la mise en
place de nouveaux mécanismes compensatoires chez les femelles adultes.

En conclusion, I’ovariectomie, et donc le retrait des hormones ovariennes, n’aggrave
pas le phénotype cardiovasculaire des femelles KO pour le récepteur 5-HT2B mais induit des
modifications hémodynamiques et un remodelage cardiaque chez toutes les femelles, quelque
soit leur génotype. Ces modifications sont transitoires et 1’absence de récepteur 5-HT2B
n’induit qu’un retard de compensation de ces modifications. Ainsi, bien que le récepteur 5-
HT2B semble participer a la régulation de la pression artérielle systolique de base chez les
jeunes femelles, il n’est pas indispensable a cette régulation chez 1’adulte.

De nombreuses études ont décrit une plus faible sensibilité¢ des femelles vis-a-vis du
développement de 1’hypertension artérielle par rapport aux males (Ouchi et al., 1987).
D’autres études ont montré 1’aggravation de cette hypertension en cas d’ovariectomie (David
et al., 2001; Mercier et al., 2002), ainsi que le réle protecteur des oestrogénes permettant
d’abaisser la pression artérielle (Chappell et al., 2003; Sharkey et al., 1999).

Cependant une étude récente a démontré des effets surprenants de I’ovariectomie chez
les souris doubles knock-out pour la Nitric Oxide Synthase endothéliale (eNOS) et I’apo-
lipoprotéine E (ApoE). En effet, ’ovariectomie permet d’abaisser la pression artérielle, sans
la normaliser, chez les femelles doubles KO par rapport aux femelles KO ApoE et sauvage
pour I’expression de la eNOS. De fagon encore plus surprenante, une réduction équivalente de
la pression artérielle a été observée apres la castration des males. Enfin, a la fois chez les
males et les femelles double KO eNOS/ApoE, le traitement par les oestrogénes permet de
normaliser la pression artérielle (Hodgin et al., 2002). Les informations majeures de cette
étude sont, d’une part I’effet protecteur de la gonadectomie dans I’hypertension induite par
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inhibition génétique des eNOS sans influence du genre, et d’autre part, le pouvoir protecteur
des oestrogenes dans I’hypertension artérielle en absence des eNOSs (KO). La délétion du
gene de I’ApoE ne modifie pas la pression artérielle, bien qu’elle induise une réduction de la
compliance artérielle (Hartley et al., 2000). Donc seule la délétion de la eNOS est responsable
de I’hypertension observée chez les doubles KO, de méme que chez les simples KO eNOS
(Huang et al., 1995; Shesely et al., 1996).

Ce travail peut étre mis en parallele avec notre étude puisque nous avons mis en
¢vidence le pouvoir protecteur de l’ovariectomie sur 1’hypertension artérielle induite par
inhibition pharmacologique des NOSs. En effet, ’hypertension induite par la L-NA chez les
femelles WT ovariectomisées est significativement plus faible pendant la phase II de
I’hypertension par rapport aux femelles WT sham. Ce phénoméne est spécifique de la phase II
puisque lors de la phase I, la pression artérielle est similaire entre les femelles ovariectomisées
ou non. Ainsi, la régulation de la pression artérielle au cours de I’inhibition chronique de la
synthése du NO, pendant la phase II, est modulée en cas d’ovariectomie de fagon similaire a
’inhibition génétique des eNOSs. Nous avons utilisé la L®-Nitro-Arginine qui ne permet pas
d’inhiber de fagon sélective une isoforme NOS par rapport aux autres, cependant cet agent
possede un pouvoir inhibiteur plus puissant sur les NOS constitutives (neuronales et
endothéliales) par rapport a la NOS inductible. Si on compare notre étude a celle des souris
KO eNOS, on peut supposer que la deuxieéme phase de I’hypertension chez les femelles WT
correspond a un blocage total de la synthése de NO par les NOSs endothéliales. A I’opposé, la
premicre phase de I’hypertension n’étant pas sensible a I’effet de 1’ovariectomie, on peut
émettre [’hypothése que le blocage des eNOSs n’est pas total dans la phase I, malgré le
traitement chronique par la L-NA.

Nous avons donc confirmé la protection par le retrait des hormones ovariennes vis-a-
vis de I’hypertension induite par inhibition chronique des NOSs endothéliales.

Nous avons décrit, dans I’introduction, les effets vasculaires des NOSs, ainsi que
I’activation génomique (activation de I’expression) et non génomique (stimulation de
I’activité) des NOSs endothéliales par les cestrogénes. De fagon remarquable, 1’ovariectomie
induit une anomalie de la syntheése basale de NO chez les rats SHR (Riveiro et al., 2001) et
une diminution de I’expression de la NOS endothéliale (Widder et al., 2003). De plus la
réponse contractile vis-a-vis d’un inhibiteur de la NOS endothéliale, la L-NA, est moins
importante dans le cas des femelles SHR ovariectomisées par rapport aux femelles SHR
sham.

Donc dans le modéle de rat SHR, ’ovariectomie aggrave 1’hypertension artérielle en
diminuant 1’expression et I’activité des NOSs et un traitement par les oestrogeénes permet de
protéger les femelles ovariectomisées vis-a-vis de 1’augmentation de la pression artérielle en
restaurant I’activation des NOSs. Les oestrogenes maintiennent donc la synthése de NO dans
les artéres (Huang et al., 1997). Ainsi dans le modele d’hypertension chez les rats SHR,
I’ovariectomie aggrave I’hypertension en inhibant la synthése de NO par les NOSs
endothéliales.

Cependant en absence de NOS endothéliales fonctionnelles (femelle KO eNOS),
I’ovariectomie ne peut pas modifier 1I’expression ou 1’activité des NOSs. Dans cette situation
particuliére, I’ovariectomie protége vis-a-vis de 1’hypertension en agissant sur un mécanisme
encore inconnu. Cependant, les données concernant la gonadectomie chez les souris double
KO eNOS/ApoE, suggérent que la protection n’est pas dépendante du genre des souris, ni des
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oestrogenes. De facon intéressante, les estrenes sont capables de stimuler a la fois les
récepteurs aux oestrogenes et aux androgénes, indépendamment du genre et induisent certains
effets non génomiques de ces récepteurs tels que 1’inhibition de la perte osseuse induite par la
gonadectomie (Kousteni et al., 2003; Moggs et al., 2003). C’est pourquoi ces estrenes sont
renommeés les ANGELS (activators of nongenotropic estrogen-like signaling). Cependant
aucun effet vasculaire des ANGELS n’a été décrit jusqu’a ce jour. Etant donnés nos résultats
et ceux de Hodgin et coll. (Hodgin et al., 2002), il serait intéressant de tester les effets des
ANGELS sur I’hypertension induite par inhibition chronique des NOSs afin de déterminer si
ils peuvent réduire la pression artérielle. On peut supposer que 1’ovariectomie provoque un
déséquilibre hormonal permettant de révéler les effets d’hormones habituellement peu actives
car trop peu synthétisées. Les ANGELS ou certains de leurs analogues peuvent étre de bons
candidats pour expliquer les effets protecteurs de 1’ovariectomie en absence de NOSs
endothéliales fonctionnelles.

Par ailleurs, la protection de I’ovariectomie vis-a-vis de I’hypertension induite par la
L-NA, suggere qu'un mécanisme vasodilatateur ou inhibiteur de la vasoconstriction est activé
en absence d’hormones ovariennes. De fagon intéressante, une étude chez le rat a montré
I’induction de la vasodilatation par ’EDHF (endothelium-derived hyperpolarizing factor)
chez les femelles ovariectomisées et traitées pendant 3 semaines par un inhibiteur des NOSs
(L-NAME) (Xu et al., 2003). L’ovariectomie permet donc probablement de révéler
I’activation de ’EDHF par un composé inconnu a ce jour. De plus, le pouvoir hypotenseur
des oestrogenes en absence de NOS chez les femelles KO eNOS ovariectomisées peut
s’expliquer par I’activation d’autres voies NO indépendantes, telles que I’EDHF comme
précédemment, ou encore les dérivés de I’acide arachidonique, la diminution des radicaux
oxygénés, la modulation des voies de I’angiotensine II ou de I’endothéline entre autres
(Tostes et al., 2003). Le ou les composés, dont ’activité est révélée par 1’ovariectomie,
agissent donc probablement sur les mémes voies que les oestrogeénes.

Dans une étude plus récente (Sainz et al., 2004), I’ovariectomie n’a pas permis de
protéger les femelles rats rendues hypertensives par un traitement au L-NAME (L-Nitro-
Arginine-Methyl-Ester), un autre inhibiteur de la synthése de NO. Ce résultat contradictoire
ne dépend probablement pas de la durée de 1’induction de 1I’hypertension puisque ces auteurs
ont traité les rats au L-NAME pendant 5 semaines. Par contre, I’ovariectomie dans cette étude
ne semble pas avoir ét¢ réalisée au moment de la puberté, mais juste avant I’induction de
I’hypertension. On peut donc supposer que la durée de I’ovariectomie joue un rdle sur son
potentiel hypotenseur ou bien que les rats se comportent différemment des souris vis-a-vis des
effets de I’ovariectomie dans ce modele d’hypertension.

En conclusion, les modifications hormonales induites par 1’ovariectomie prolongée,
permettent de réduire la pression artérielle dans un modele d’hypertension par inhibition
chronique de la synthése de NO par les NOS endothéliales.

L’hypertension induite par inhibition chronique des NOSs chez les femelles knock-out
pour le récepteur 5-HT2B ne présente qu’une seule phase a I'inverse des femelles WT. De
fagon remarquable, I’effet protecteur de I’ovariectomie apparait dés la 5 semaine
d’induction de I’hypertension chez les femelles KO pour le récepteur 5-HT2B. Si on
considére que I’ovariectomie ne produit un effet protecteur que lorsque les NOSs
endothéliales ne sont plus fonctionnelles, on peut supposer que le blocage des NOSs survient
de facon plus précoce en absence de récepteur 5S-HT2B. Donc la phase unique d’hypertension
des femelles KO s’apparente plus a la phase II d’hypertension des femelles WT qu’a la phase
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I. Mais nous ne pouvons pas exclure qu’il ne s’agisse ni d’une phase I, ni d’une phase II, et
que Dl’effet de I’ovariectomie n’apparaisse qu’au-dela d’une certaine valeur de pression
artérielle puisque la pression artérielle systolique des femelles KO est plus €levée a partir de
la 5°™ semaine que celle des femelles WT.

Le contrdle par échocardiographie de la fonction et de la structure cardiaque, en fin de
traitement hypertenseur, n’a mis en évidence aucune différence significative induite par ce
traitement ou par I’ovariectomie, chez les femelles ovariectomisées (WT et KO), a ’exception
du diameétre de 1’aorte. En effet, ce diamétre augmente suite au traitement par la L-NA chez
les femelles WT non ovariectomisées (sham), mais n’augmente pas chez les femelles
ovariectomisées. Les femelles WT sham sont celles qui développent la plus haute valeur de
pression artérielle, on peut donc faire I’hypothése que 1’hypertension artérielle sévere induit
des changements quant a la capacité¢ de dilatation de I'aorte au moment de 1’éjection
systolique. A I'inverse des valeurs moins ¢levées de pression artérielle ne modifierait pas le
diameétre de 1’aorte.

Par ailleurs, nous avons remarqué que les parameétres contractiles tels que la fraction
d’¢éjection et la fraction de raccourcissement augmentent chez les femelles ovariectomisées
(WT et KO) mais de facon non significative par rapport aux femelles non ovariectomisées
(sham). De plus ces parametres augmentent chez les femelles sham (WT et KO) apres le
traitement hypertenseur jusqu’a atteindre le méme niveau que chez les femelles
ovariectomisées alors que celles-ci ne sont sujettes a aucune modification de leurs parametres
contractiles aprés le traitement hypertenseur. Le traitement inhibiteur de la synthése de NO
améliore donc en quelque sorte la contractilité chez les femelles non ovariectomisées, quelque
soit leur génotype, de fagon a atteindre un niveau comparable a celui de leurs homologues
ovariectomisées. On peut imaginer que cette amélioration de la contractilité est une réponse
compensatrice a I’augmentation de pression artérielle chez les femelles sham. Chez les
femelles ovariectomisées normotendues (WON et KON) la contractilit¢ est élevée,
probablement pour répondre a I’augmentation du travail du cceur, en raison de I’augmentation
de la masse corporelle induite par 1I’ovariectomie. L’absence d’augmentation supplémentaire
dans le cas de I’induction de I’hypertension chez les femelles ovariectomisées (WOL et KOL)
suggere que la capacité maximale de compensation est déja atteinte.

En conclusion, I’effet de I’ovariectomie est le méme chez les femelles WT et KO pour
le récepteur 5-HT2B, a savoir une réduction de la pression artérielle, sans modification
majeure de la fonction cardiaque, dans un modele d’hypertension induite par inhibition
chronique de la synthése de NO. L’effet hypotenseur de I’ovariectomie ne semble donc pas
sous le controle du récepteur 5-HT2B. Par contre si on considere que ’effet de 1’ovariectomie
dépend de la présence des NOSs endothéliales fonctionnelles, la précocité des effets de
I’ovariectomie chez les femelles KO suggére une régulation anormale des NOSs endothéliales
en absence du récepteur 5-HT2B.
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Au cours de notre étude nous avons démontré les effets hypertrophiants et
hypotenseurs transitoires de I’ovariectomie au cours du développement cardiaque entre
la puberté et I’age adulte, chez les femelles sauvage et knock-out pour le récepteur 5-HT2B.

Le délai de compensation vis-a-vis des effets transitoires de 1’ovariectomie chez les
femelles KO confirme les anomalies cardiovasculaires mineures chez les femelles en
absence de récepteur S-HT2B.

Une dilatation cardiaque associ¢e a une dysfonction systolique ne se produisant pas
suite a ’ovariectomie chez les femelles KO, nous avons démontré 1’absence d’effet
cardioprotecteur des hormones ovariennes par rapport au phénotype cardiaque moins
sévere observé apreés la délétion du récepteur 5S-HT2B chez les femelles KO par rapport
aux males KO.

Nous avons également déterminé 1’absence de différence maéale/femelle avant la
pubert¢ chez les souris mutantes pour le récepteur 5-HT2, suggérant que cette différence
survient au cours de la phase d’hypertrophie cardiaque développementale (entre la 2™
et la 12°™ semaine).

L’ovariectomie protége les femelles KO et WT vis-a-vis de I’hypertension induite
par inhibition chronique des NOSs endothéliales indépendamment de la présence ou
non du récepteur S-HT2B.

Les effets cardiovasculaires de 1’ovariectomie et des hormones
ovariennes semblent indépendants des effets cardiovasculaires du récepteur
de la sérotonine 5-HT2B chez les souris femelles.
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Régulation de Pactivité des NOSs endothéliales

par le récepteur S-HT2B

Conséquences sur le développement de I’hypertension
artérielle induite par inhibition chronique des NOSs et

sur la régulation de la compliance artérielle
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L’ hypertension artérielle, induite par inhibition chronique des NOSs, en pratiquant des
injections quotidiennes de L-NA, chez des femelles WT (129pas) a permis de décrire pour la
premicre fois le caractére biphasique de ce modele chez la souris. La plupart des études
mentionnées dans la littérature ont été réalisées chez le rat, ce dernier étant plus fortement
sensible a I’augmentation de la pression artérielle. En effet, ’hypertension induite par
inhibition des NOSs survient en général apreés seulement 1 a 2 semaines de traitement
inhibiteur chez le rat (Ito et al., 1995; Russell et al., 2002; Takahashi et al., 1995). Dans le cas
de la souris (fond génétique 129pas), il nous a fallu traiter les souris pendant 18 semaines pour
obtenir le développement d’une hypertension artérielle systémique. De plus les valeurs de
pression artérielle en cas d’hypertension ne sont pas comparables entre ces deux especes. En
effet la pression artérielle peut atteindre des valeurs proches de 200 mmHg soit 60%
d’augmentation chez le rat alors que notre étude chez la souris a permis d’atteindre un
maximum de 25% d’augmentation de la pression artérielle par rapport aux controles
normotendues. Cependant cette augmentation est tout a fait compatible avec celle observée
dans le cas des souris KO pour la NOS endothéliale développant une hypertension artérielle
(20 a 30 % d’augmentation de la pression artérielle par rapport au controle sauvage) (Huang
et al., 1995; Shesely et al., 1996). Quelques ¢tudes ont été réalisées chez la souris, mais
aucune n’a décrit le développement de I’hypertension en deux phases. Il faut préciser que ces
travaux ont été effectues chez des souris de fond génétique différent (Swiss Webster) et a
I’aide d’un inhibiteur des NOS différent de celui que nous avons utilis¢ (L-Nitro Arginine
Methyl Ester, L-NAME versus L-NA) (Mattson, 1998; Peotta et al., 2001). Ces deux
composés ont une activité inhibitrice préférentielle pour les NOS constitutives (endothéliale et
neuronale) par rapport a la NOS inductible (Moncada et al., 1997), mais il existe cependant un
rapport d’affinit¢é eNOS/INOS différent pour la L-NA et le L-NAME, avec une sélectivité
plus forte pour la L-NA vis-a-vis de la eNOS humaine (Boer et al., 2000). Malheureusement
nous ne disposons pas d’information concernant cette sélectivité vis-a-vis des différentes
isoformes des NOSs chez la souris.

Parmi les nombreuses études réalisées chez le rat, principalement a 1’aide de L-
NAME, la plupart a démontré le développement d’une 1égere hypertrophie cardiaque associée
a un remodelage des vaisseaux coronaires (Sanada et al., 2001) ainsi que le développement
d’une fibrose rénale (Tharaux et al., 1999). Il existe également une étude chez la souris traitée
pendant 14 semaines par le L-NAME et présentant une altération de la fonction et de la
structure rénale (Boffa et al., 1999). Cependant, le traitement chronique par la L-NA, pendant
une durée plus longue (18 semaines), chez les femelles sauvages 129pas n’est associé a
aucune modification structurale cardiaque, rénale ou vasculaire (aorte, vaisseaux coronaires,
artérioles rénales, glomérules rénaux) (Figure 38).

En conclusion, nous avons décrit pour la premiere fois un modéle biphasique
d’hypertension artérielle induite par inhibition chronique des NOSs par la L-NA chez la
souris, mais ne présentant aucune anomalie de type remodelage vasculaire, cardiaque ou rénal
malgré I’augmentation de 25 % de la pression artérielle.
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De fagon remarquable, les femelles invalidées pour le récepteur 5S-HT2B développent
une hypertension moins sévere que leurs homologues sauvages, ne comprenant qu’une seule
phase au lieu de deux. La protection des femelles en absence de récepteur 5-HT2B
fonctionnel vient confirmer les résultats obtenus chez le rat. En effet, le traitement par un
inhibiteur sélectif du récepteur 5S-HT2B (LY272015) permet de réduire de fagon significative
la pression artérielle dans un modele d’hypertension induite la L-NA (Russell et al., 2002).
Dans cette étude, les auteurs ont décrit une modification du profil pharmacologique des
récepteurs de la sérotonine au niveau de I’aorte. En effet, le récepteur 5-HT2B n’induit pas la
contraction vasculaire a 1’état de base. Mais celui-ci pourrait acquérir cette propriété apres le
traitement par la L-NA car ce récepteur se trouve alors surexprimé dans le muscle lisse. Ainsi,
chez les femelles KO pour le récepteur 5-HT2B, cette modification pharmacologique et de
niveau d’expression ne pouvant pas avoir lieu, maintiendrait la pression artérielle a un niveau
plus bas.

Cependant, ’analyse de I’expression des récepteurs de la sérotonine dans I’aorte des
souris femelles WT et KO pour le récepteur 5-HT2B, réalisée en fin de traitement
hypertenseur, a donné un résultat apparemment contradictoire par rapport aux travaux de
Russel et coll. (Russell et al., 2002) chez le rat. En effet nous n’avons observé aucune
modification du niveau d’expression des récepteurs 5S-HT2B entre les aortes des femelles WT
hypertendue par rapport aux femelles WT normotendues. Par contre, 1’expression des
récepteurs 5S-HT2A et 5-HT1B/1D diminue de moitié apres le traitement hypertenseur chez
les femelles WT.

Lors de I’é¢tude chez le rat, I’expression de ces deux autres sous-types de récepteurs
n’a pas ¢été évaluée, mais, d’aprés les auteurs, la contractilit¢ de ’aorte dépendante du
récepteur 5-HT2A est diminuée. Les changements pharmacologiques observés chez le rat
seraient donc principalement provoqués par une augmentation de I’expression du récepteur 5-
HT2B (et peut-&tre une diminution de I’expression du récepteur 5S-HT2A qui reste a prouver).
Dans notre étude, la réduction importante de I’expression des récepteurs 5S-HT1B/1D et 5-
HT2A, sans modification de 1’expression du récepteur 5-HT2B pourrait expliquer la
modification de la pharmacologie contractile de la sérotonine dans 1’aorte, observée par
Russell et coll.. En effet, les trois sous-types de récepteurs sont exprimés dans le muscle lisse
vasculaire et ont la capacité d’induire une contraction (Russell et al., 2002; Ullmer et al.,
1995).

Le récepteur 5-HTI1B/1D, couplé¢ a la protéine Gi, est un médiateur de la
vasoconstriction au niveau des arteéres cérébrales et coronaires mais son role dans I’aorte reste
incertain dans les conditions physiologiques (Watts and Cohen, 1999). Par contre ce récepteur
a ét¢ impliqué dans la réponse contractile chez le rat hypertendu, suite a 1’augmentation de
son expression (modele DOCA-salt) (Banes and Watts, 2001; Banes and Watts, 2003). Le
récepteur 5S-HT1B/1D est également exprimé dans I’endothélium et serait responsable d’une
relaxation vasculaire par I’intermédiaire de la synthése de NO (Bhattacharya et al., 2004;
Ishida et al., 1998). Les récepteurs 5-HT2A et 5-HT2B sont couplés a la protéine Gq. Le
récepteur 5-HT2A n’est a priori pas exprimé dans les cellules endothéliales a 1’inverse du
récepteur 5-HT2B qui induirait la libération de NO dans ces cellules (Ellis et al., 1995; Glusa
and Pertz, 2000; Ishida et al., 1998). Cependant les deux récepteurs 5-HT2 sont exprimés dans
les cellules musculaires lisses, bien que le récepteur 5-HT2A soit apparemment le seul
responsable de la contraction sérotonine dépendante de 1’aorte de souris dans les conditions
physiologiques (McKune and Watts, 2001).
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Le schéma de la Figure 49 représente la répartition des récepteurs de la sérotonine
dans I’endothélium et les cellules musculaires lisses d’aprés nos résultats d’expérience de
liaisons. Chez les femelles WT normotendues, la sérotonine agit au niveau de 1’endothélium
sur les récepteurs 5-HT2B et peut-étre 5S-HT1B/1D pour induire la libération de NO et donc la
relaxation. A I’inverse la liaison de la sérotonine sur ses récepteurs au niveau du muscle lisse
(5-HT2A, 5-HT1B/ID et 5-HT2B) induit une vasoconstriction. De fagon surprenante, chez les
femelles KO pour le récepteur 5-HT2B, I’absence de ce récepteur ainsi que la diminution de
moiti¢ de I’expression du récepteur 5-HT1B/1D ne modifie pas la pression artérielle
systolique de base. On peut donc en déduire que les récepteurs 5S-HT2B et au moins une partie
des récepteurs 5-HT1B/1D exprimés dans I’aorte ne sont pas nécessaires a la régulation de la
pression artérielle.

On peut également supposer que la diminution de 1’expression des récepteurs 5-
HTIB/ID vient justement compenser I’absence du récepteur 5-HT2B afin de maintenir la
pression artérielle a sa valeur normale. Mais de fagon générale, 1’aorte est un gros vaisseau de
conductance et ne joue donc pas un réle majeur dans la régulation de la pression artérielle
moyenne a I’inverse des artéres de résistances (Dart and Kingwell, 2001). L’expression du
récepteur 5-HT2A est similaire entre les aortes des femelles KO et WT normotendues. Son
expression importante confirme son role majeur dans la contractilité sérotonine dépendante de
I’aorte de souris femelles 129pas, comme cela a été¢ décrit précédemment (McKune and
Watts, 2001).

Chez les femelles WT hypertendues par inhibition de la synthése de NO, les
expressions des récepteurs S-HT1B/1D et 5-HT2A diminuent de moiti¢, impliquant une
diminution de la contraction (et de la relaxation) induite par ces récepteurs. Puisque
I’expression du récepteur 5-HT2B reste inchangée, la proportion de ce sous-type augmente
par rapport aux autres sous-types. Les récepteurs 5-HT2A et 5-HT2B sont couplés a la
protéine Gq et il a ét€¢ montré que lorsqu’ils sont exprimés conjointement dans un méme sous-
type cellulaire, il existe un couplage préférentiel du récepteur 5S-HT2A pour la protéine Gq au
détriment du récepteur 5S-HT2B (Tournois et al., 1998). On peut donc proposer que le
changement de proportion des récepteurs 5-HT2A et 5-HT2B, au niveau des cellules
musculaires lisses, favorise un nouveau couplage de la protéine Gq avec le récepteur 5-HT2B.
Connaissant la plus forte affinité de la sérotonine pour le récepteur 5-HT2B par rapport au
récepteur 5-HT2A (Wainscott et al., 1993), on peut supposer une augmentation du seuil de
sensibilité de la contraction induite par la sérotonine et une augmentation du niveau de cette
contraction participant au maintien de I’hypertension.

En résumé, bien que nous n’ayons pas observé de modification de I’expression du
récepteur 5-HT2B comme cela a ét¢ montré chez le rat dans un modele équivalent
d’hypertension, il est possible que la pharmacologie de I’aorte soit modifiée chez la souris de
méme que chez le rat. Cette hypothése reste cependant a vérifier. Par ailleurs, il faut rappeler
que la pharmacologie du récepteur 5S-HT2B est différente chez le rat et la souris (Choi et al.,
1996).

En conclusion I’hypertension artérielle induite par inhibition chronique de la synthése
de NO se développe selon deux phases successives chez les femelles WT et se caractérise par
la modification du profil d’expression des récepteurs contractiles de la sérotonine dans la
seconde phase.
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Chez les femelles KO pour le récepteur 5-HT2B, I’hypertension s’accompagne de la
disparition quasiment totale des récepteurs 5-HT1B/ID dans 1’aorte alors que le niveau
d’expression du récepteur 5S-HT2A reste inchangé par rapport aux femelles WT hypertendues.

Nous avons précédemment décrit la réduction de moiti¢ de I’expression du récepteur
5-HT1B/1D suite a I’inhibition chronique de la syntheése de NO. De plus, nous avons montré
que I’activité basale des NOSs constitutives (principalement eNOS) est réduite de 30% dans
les aortes des femelles KO normotendues. Ainsi lorsque ’activité de base de synthése de NO
est réduite, I’expression du récepteur 5S-HT1B/1D diminue. Le cumul des effets de la délétion
du récepteur 5-HT2B et du traitement par la L-NA provoque de facon synergique chez les
femelles KO hypertendues la diminution du niveau d’expression des récepteurs 5S-HT1B/1D.
De plus, nous avons mis en évidence une corrélation négative entre le niveau d’expression du
récepteur 5S-HT1B/1D et la pression artérielle systolique chez les femelles WT. A ’inverse,
cette corrélation n’existe pas dans le cas des femelles KO. Il semble donc que le niveau
d’expression du récepteur 5S-HT1B/1D soit sous le contrdle du niveau de synthése basale de
NO, mais également de la pression artérielle lorsque le récepteur 5-HT2B est normalement
exprimeé.

Chez les femelles KO hypertendues, ni le récepteur 5-HT2B, ni le récepteur 5-
HT1B/1D ne peuvent induire de contraction vasculaire. Seul le récepteur 5-HT2A, dont
I’expression n’est pas modifiée par le traitement, peut jouer ce rdle. Ainsi I’absence de
régulation négative du taux de récepteur 5-HT2A chez les femelles KO est peut-étre un
phénoméne compensatoire permettant de maintenir un niveau contractile suffisant. Par
ailleurs nous avons montré I’existence d’une corrélation négative entre 1’expression du
récepteur 5-HT2A et la pression artérielle chez les femelles WT et non pas chez les femelles
KO. En résumé, le niveau d’expression du récepteur 5-HT2A dépend de la pression artérielle
uniquement lorsque le récepteur 5-HT2B est co-exprimé et subit une régulation négative au
cours de I’hypertension au profit probablement du récepteur S-HT2B.

La modification du niveau d’expression d’un récepteur de la sérotonine (5-HT1B/1D)
lorsque 1’un d’eux est absent est une observation originale. En effet, chez les souris KO pour
le récepteur 5-HT2B, I’expression des récepteurs 5S-HT2A et 5-HT2C n’est pas modifiée dans
le ceeur et I’estomac (Nebigil et al., 2000a). Par ailleurs chez les souris KO pour le récepteur
5-HT2A, I’expression du récepteur 5-HT2B reste inchangée dans I’intestin (Fiorica-Howells
et al.,, 2002). Ces données étayent I’hypothése selon laquelle la diminution du niveau
d’expression du récepteur 5S-HT1B/1D n’est pas directement li¢ a 1’absence du récepteur 5-
HT2B, mais a la diminution d’activité basale des NOS endothéliales induite par la délétion de
ce récepteur.

La modification de I’expression des récepteurs de la sérotonine en situation
pathologique a cependant été décrite. Ainsi, la surexpression du récepteur 5-HT2B a été
associ¢ au développement de I’hypertension artérielle systémique dans deux modéles
différents chez le rat (modele DOCA-salt et inhibition chronique des NOS (Banes and Watts,
2002; Russell et al.,, 2002). De méme I’hypertension artérielle pulmonaire induite par
I’hypoxie chronique s’accompagne d’un important remodelage vasculaire et de la
surexpression des récepteurs 5-HT2B et 5-HT1B. Il semble par ailleurs évident que cette
surexpression soit associée au remodelage vasculaire. Cependant dans notre étude, nous
n’avons pas observé de modification structurale vasculaire. Il est fort possible que nous ayons
stoppé I’induction de I’hypertension avant qu’un tel remodelage ne se produise et donc avant
que D’expression du récepteur 5-HT2B ne soit modifiée. Il serait donc intéressant de
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reproduire le traitement d’induction de I’hypertension chez les souris KO pour le récepteur 5-
HT2B et de contrdler 1’expression des récepteurs de la sérotonine a différents moments clé de
I’évolution de I’hypertension afin de définir clairement les changements induit par I’inhibition
de la synthése de NO et I’absence du récepteur 5-HT2B. De plus il serait nécessaire de
contrdler I’expression des récepteurs 5-HT4 et 5-HT7 qui sont également présents dans les
vaisseaux sanguins (Ullmer et al., 1995).

Nous avons observé que le niveau d’expression du récepteur 5-HT1B/1D est régulé de
facon similaire chez les femelles KO et les femelles WT, alors que seules les femelles WT
présentent un niveau différent d’expression du récepteur 5-HT2A. Si on compare ces données
au nombre de phases de I’hypertension, 1’absence de régulation du récepteur 5-HT2A est
peut-Etre associée a ’absence d’une des deux phases chez les femelles KO hypertendues. Par
ailleurs la réduction de la pression artérielle chez les femelles WT ovariectomisées au cours
de la seconde phase et chez les femelles KO suggere que 1’'unique plateau d’hypertension
observé chez les femelles KO correspond a la seconde phase de I’hypertension des femelles
WT. Ainsi, la phase manquante serait la phase I, probablement associ¢ a la diminution
d’expression du récepteurs 5-HT2A. On peut également supposer que cette phase I de
stabilisation de la pression artérielle est une phase compensatoire indépendante des hormones
ovariennes mais dont I’existence est absolument dépendante de la présence du récepteur 5-
HT2B.

Nous savons que le récepteur 5-HT2B active les NOSs endothéliales (Manivet et al.,
2000) et la libération de NO endothélium dépendante (Glusa and Pertz, 2000). De plus, nous
avons montré que la délétion du récepteur 5-HT2B entraine une diminution de 1’activité
basale de la eNOS sans modifier son expression. Par conséquent, nous pouvons proposer que
la premieére voie de compensation, qui est induite lors de I’inhibition chronique de la synthése
de NO, corresponde a I’activation de cette méme voie. Cette hypothése suppose donc que le
récepteur 5S-HT2B est indispensable a la compensation par activation des NOSs endothéliales
lors de leur inhibition et que I’absence des hormones ovariennes n’a aucune conséquence sur
cette phase de compensation. Cependant cette hypothese reste a vérifier.

L’analyse des paramétres échocardiographiques a la fin du traitement hypertenseur a
permis de mettre en évidence une augmentation des fractions d’éjection et de
raccourcissement consécutives a la réduction du diametre t€lé systolique chez les femelles
hypertendues. Ces modifications surviennent indépendamment de la présence ou non du
récepteur 5-HT2B. Nous n’avons détecté aucun signe d’hypertrophie cardiaque, mais son
développement lors d’une hypertension artérielle induite par inhibition de la synthése de NO
n’est pas toujours observé (Sanada et al., 2001; Zhang et al., 2003). Par ailleurs, nous avons
peut-étre arrété 1’induction de 1’hypertension avant que ce type de remodelage cardiaque ne se
produise. En résumé, la mutation du récepteur 5-HT2B ne semble pas modifier les fonctions
cardiaques dans un mod¢le d’hypertension artérielle par inhibition de la synthése de NO.
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En conclusion, nous avons démontré le role protecteur de ’ablation génétique des
récepteurs 5S-HT2B dans un modéle d’hypertension par inhibition de la synthése du NO.
Cette protection peut s’expliquer par le blocage de la régulation négative du récepteur 5-
HT2A. La protection, uniquement, partielle semble étre liée a I’action synergique, de la
mutation et de P’inhibiteur de la synthése de NO, sur la réduction de I’expression du
récepteur 5S-HT1B/1D.

L’effet paradoxal (protection et aggravation) de la délétion du récepteur S-HT2B
laisse envisager la complexité des fonctions de ce récepteur sur la régulation de la
pression artérielle.

Le schéma de la Figure 50 résume les événements se succédant, selon nous, au cours du
développement de I’hypertension artérielle induite par la L-NA chez les femelles WT.
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Figure 50 : Représentation schématique et hypothétique des événements
successifs se produisant au cours de I’inhibition chronique de
la synthése de NO chez les souris femelles et conduisant au
développement de I’hypertension artérielle systémique selon
deux phases
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La pression artérielle systolique de base n’est pas différente entre les femelles WT et
KO pour le récepteur 5-HT2B, suggérant que ce dernier n’est pas nécessaire a la régulation de
la pression artérielle. Cependant ses données ont été obtenues en mesurant la pression
artérielle systolique par la méthode dite de « tail cuff » chez des souris éveillées mais soumise
au stress de la manipulation par I’expérimentateur. L’utilisation de la radiotélémetrie nous a
permis de mesurer un plus grand nombre de parametres (pression artérielle moyenne,
systolique, diastolique, pression pulsée, fréquence cardiaque) chez des souris éveillées, libres
de tous mouvements et donc sans intervention de 1’expérimentateur.

Grace a l’enregistrement répété pendant 24 heures consécutives des paramétres
hémodynamiques, nous avons mis en évidence une augmentation de la pression pulsée chez
les femelles KO pour le récepteur 5S-HT2B par rapport aux femelles WT. La pression pulsée
étant corrélée a la pression artérielle moyenne par calcul, on pourrait s’attendre au méme type
de modification pour ce paramétre. Cependant, a pression artériclle moyenne égale, la
pression pulsée augmente de fagcon plus importante chez les femelles KO par rapport aux
femelles WT. Nous avons précédemment décrit la relation existante entre la pression pulsée et
les gros vaisseaux, et entre la pression artérielle moyenne et les résistances périphériques
(Dart and Kingwell, 2001). Les variations de pression pulsée permettent d’évaluer la
compliance artérielle des gros vaisseaux a conditions que le volume d’éjection systolique
cardiaque reste stable. Nous n’avons jamais observé de différence de volume d’éjection
systolique entre les femelles WT et KO pour le récepteur 5-HT2B dans les conditions de base.
Sachant que la sonde de mesure de pression a été implantée dans 1’aorte des souris, les
modifications de pression pulsée nous renseignent sur la compliance de I’aorte. Les résultats
obtenus nous permettent donc de conclure a une diminution de la compliance aortique chez
les femelles KO en absence de modification significative des résistances périphériques.

L’¢étude des variations de pression artérielle et de fréquence cardiaque suite a
I’injection en bolus de phényléphrine et de nitroprussiate de sodium est couramment utilisée
en expérimentation animale pour évaluer le baroreflex (Peotta et al., 2001). Nous n’avons
observé aucune différence significative concernant les modifications hémodynamiques
induites par ces deux composés vasoactifs entre les femelles WT et KO pour le récepteur 5-
HT2B. Ces données nous permettent donc de conclure sur le fonctionnement normal du
baroreflex chez les femelles KO pour le récepteur 5-HT2B malgré le défaut de compliance
aortique. De fagcon remarquable, il a été décrit que le baroreflex pouvait étre modifié chez la
souris lors de I’inhibition chronique de la synthése de NO (Peotta et al., 2001). Chez les
femelles KO pour le récepteur 5-HT2B, nous avons montré une réduction de 30% de I’activité
basale de la synthése de NO dans 1’aorte sans modification de 1’expression des NOSs
endothéliales. Ainsi malgré la faible inhibition chronique des NOSs préexistante dans 1’aorte
des femelles KO, le baroreflex reste normal. Les niveaux d’inhibition, non comparables entre
les deux modéles, peuvent probablement expliquer la différence de résultat.

L’injection d’un bolus de L-NA, en bloquant la synthése basale de NO, induit une
vasoconstriction et par conséquent une augmentation de la pression artérielle moyenne. Nous
avons montré que le traitement aigu par la L-NA induit une augmentation significativement
plus importante de la pression pulsée chez les femelles KO que chez les femelles WT.
Cependant les variations de pression artérielle moyenne et de fréquence cardiaque sont
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semblables quelque soit le génotype. Ainsi, nous avons confirmé la régulation anormale de la
pression pulsée chez les femelles KO et leur hypersensibilité vis-a-vis de la vasoconstriction
induite par un inhibiteur des NOSs. Etant donné la sélectivité du traitement par la L-NA pour
les NOS constitutives, I’absence d’induction de la iNOS (expression faible, activité nulle) et
la réduction de I’activité basale NOS calcium-dépendante dans les aortes des femelles KO, on
peut émettre ’hypothese que 1’hypersensibilité des femelles KO pour la L-NA provient d’un
effet synergique sur I’inhibition de I’activité NOS basale.

De fagon surprenante, la régulation anormale de la pression pulsée en fonction de la
pression artérielle moyenne (PAM) devient plus sévere pour des valeurs de PAM supérieures
a 130 mmHg. L’injection de phényléphrine, qui induit une augmentation de la PAM au-dela
de 130 mmHg, n’a jamais montré de changement concernant la corrélation entre la PAM et la
pression pulsée. En conclusion, la régulation anormale de la pression pulsée chez les femelles
KO pour le récepteur 5-HT2B semble étre un phénoméne spécifiquement associé a une
inhibition de la synthése de NO.

Afin de savoir si I’augmentation de la pression pulsée suite a I’injection de L-NA est
associée a une diminution de la compliance aortique, nous avons mesuré par
échocardiographie le volume d’éjection systolique (VES) apres une injection en bolus de L-
NA. En absence de différence entre les femelles WT et KO concernant le VES, nous pouvons
conclure a ’altération de la compliance aortique chez les femelles KO pour le récepteur 5-
HT2B.

La compliance aortique est un marqueur de 1’¢lasticité vasculaire et donc de la
capacité d’un vaisseaux a absorber les variations de flux sanguins trés importantes dans
I’aorte entre la systole et la diastole cardiaque. Une bonne compliance artérielle participe au
maintient de la perfusion normale des organes (Belz, 1995). De fagon intéressante, les souris
KO pour le récepteur 5S-HT2B sont plus petites que les souris WT. Bien qu’aucune donnée ne
permette de confirmer cette hypothése, la réduction de compliance aortique pourrait étre a
I’origine d’une hypoperfusion des organes et d’un retard de croissance.

Il a par ailleurs été décrit que la pression pulsée est un indice de prédiction pour les
pathologies associées a une dysfonction endothéliale telles que I’athérosclérose ou
I’hypertension artérielle (Glasser et al., 1998). La compliance artérielle est aussi
communément estimée par la mesure de la vitesse de 1’onde de pouls (Pusle Wave Velocity :
PWYV) (Hartley et al., 1997). 11 a ét¢ montré que le PWV, et donc la compliance artérielle,
peuvent étre modifiés selon trois niveaux (Fitch et al., 2001). Dans un premier temps, la
compliance est régulée par le tonus vasculaire dont le niveau basal de NO est un composant
majeur. Dans un deuxieéme temps, la compliance artérielle est régulée par 1’augmentation de
pression artérielle moyenne. Enfin le remodelage vasculaire, en modifiant le rapport
collagene/élastine, réduit également la compliance.

Chez les femelles KO pour le récepteur 5-HT2B, 1’analyse de la structure de I’aorte
par la coloration trichrome de Mallory (non montré) et par [’orcéine, ainsi que par
microscopie ¢lectronique, a permis de confirmer ’absence de remodelage majeur au niveau
de I’aorte. D’autre part les changements de pression artérielle induit par la phényléphrine et le
nitroprussiate de sodium ne s’accompagnent pas de différences de réponse entre les femelles
WT et KO pour le récepteur S-HT2B. Par conséquent, seul une modification du tonus de base
semble étre a 1’origine du pulse pressure anormalement élevé (de base ou apreés L-NA) chez
les femelles KO.
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En conclusion, le récepteur 5-HT2B est un régulateur de la compliance aortique chez
les souris femelles en modifiant I’activité basale de la NOS endothéliale.

Nous savons que le récepteur 5-HT2B de souris est capable d’activer la NOS
endothéliale dans les fibroblastes transfectés, les tumeurs carcinoides et les cellules 1CI11.
Cette activation est dépendante du domaine PDZ contenu dans la partie C-terminale du
récepteur (Manivet et al., 2000). L’absence du récepteur 5-HT2B dans les cellules
endothéliales de 1’aorte semble conduire a I’inhibition de ’activité de la NOS endothéliale,
sans modifier son expression, confirmant ainsi le role activateur de 1’interaction entre le
récepteur et I’enzyme. Nous n’avons pas évalué I’expression de la NOS neuronale dans les
aortes des femelles, mais cette isoforme est généralement trés peu exprimée dans 1’aorte
(Walford and Loscalzo, 2003). Par ailleurs, une éventuelle surexpression de la NOS neuronale
ne remet pas en cause la réduction de I’activité basale calcium-dépendante. De fagon
surprenante, malgré la réduction de 30% de D’activité basale de la NOS endothéliale, et en
absence d’induction de la iNOS, la pression artérielle de base est normale chez les femelles
KO pour le récepteur 5S-HT2B. Il n’existe qu’une courte période, lorsque les souris atteignent
I’age adulte, ou nous avons observé une augmentation significative de la pression artérielle.
Mais la rapide disparition de cette 1égere hypertension, laisse supposer que des mécanismes
de compensation ont été activés afin de normaliser la pression artérielle (peut étre par
régulation de I’expression des récepteurs 5-HT1B/1D).

Le défaut de compliance artérielle est cependant probablement une des raisons pour
laquelle les femelles KO pour le récepteur 5-HT2B sont plus sensibles a I’hypertension
induite par la L-NA au cours des 9 premicres semaines de traitement. Sachant que ce méme
défaut est un marqueur prédictif de 1’athérosclérose, il serait particulieérement intéressant de
tester la sensibilité des souris KO pour le récepteur 5-HT2B vis-a-vis de 1’athérosclérose
induite par un régime enrichi en graisse par exemple. On pourrait s’attendre normalement a ce
que les souris KO soient plus sensibles a I’athérosclérose que les souris sauvages.

En conclusion, le récepteur 5-HT2B régule la compliance aortique en controélant

P’activité basale des NOS endothéliales. Par ailleurs il ne semble pas participer a la
régulation du baroreflex.
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Au cours de ce travail de theése, nous avons tenté de comprendre, dans un premier
temps, la raison pour laquelle les femelles KO pour le récepteur 5-HT2B présentent des
défauts cardiovasculaires de moindre importance par rapport aux males KO souffrant d’une
cardiomyopathie dilatée. L explication la plus probable semblait étre un effet cardioprotecteur
des hormones ovariennes, précédemment décrit dans la littérature. Cependant, nos travaux sur
les effets de 1I’ovariectomie ne nous ont pas permis de confirmer cette hypothése. A I’inverse,
nous avons mis en évidence une hypertrophie cardiaque et une hypotension provoquée par
I’ovariectomie, de facon transitoire, au cours de développement cardiovasculaire
physiologique des femelles. Les modifications cardiovasculaires induites par I’ovariectomie,
chez les jeunes femelles, sont quasiment insensibles a la délétion du récepteur 5-HT2B,
excluant ainsi une interaction entre ces deux facteurs au cours de I’hypertrophie
développementale.

Dans un deuxieme temps, 1’étude d’un modéele d’hypertension par inhibition chronique
de la synthése des NOS, nous a permis de mettre en évidence pour la premicre fois le
caractére multiphasique de ce modéle. En effet, I’hypertension se développe selon au moins
deux phases. Nous avons également montré que 1’'une de ces phases nécessite la présence du
récepteur 5-HT2B pour se développer, alors que 1’autre est amplifiée par 1’absence de ce
récepteur. De plus, I’ovariectomie s’est révélée étre un facteur de protection vis-a-vis de la
deuxiéme phase de I’hypertension. Enfin, nous avons démontré les importantes modifications
d’expression des principaux récepteurs de la sérotonine au niveau de I’aorte des souris KO et
WT, dont certains sont sous le contrdle du récepteur 5S-HT2B. Ainsi, I’hypertension artérielle
induite par inhibition chronique des NOSs s’accompagne de changements complexes au sein
de la population des récepteurs de la sérotonine. Finalement, 1’hypersensibilité des femelles
KO pour le récepteur 5-HT2B, au cours de la phase précoce de I’hypertension, est
probablement liée aux anomalies de compliance aortique, associées a la diminution de
’activité basale des NOSs endothéliales.

L’ensemble de nos travaux a donc permis d’améliorer notre compréhension des
fonctions vasculaires du récepteur de la sérotonine 5-HT2B et de ses interactions avec la
synthése de monoxyde d’azote in vivo. Ce type d’interaction pouvant avoir son importance en
pathologie humaine (hypertension systémique, hypertension pulmonaire, athérosclérose) nos
résultats permettrons, nous 1’espérons, d’élucider certaines questions concernant 1’étiologie ou
le traitement de ces pathologies.
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